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Urychleni tverby protilitek u mladat velkymi davkami antigenu
a vliv tohoto zisahu na revakcinaéni odpovéd v dospélosti*

JAROSLAV STERZL a ZDENEK TRNKA
Mikrobiologické oddéleni, Biologicky tstav, Ceskoslovensks akademie véd, Praha
Reditel tstavu akademik Ivan Malek

Doslo 18. 1. 1957

V pokusech, v kterych jsme piendseli intraperitoneilnd krali¢im mladattm
butiky sleziny z imunisovanych nebo normélnich zvitat (Sterzl 1955, 1957) se ob-
jevil problém, zda se protildtky netvoli za néjakych okolnosti jako aktivni odpoved
mladat na pfitomny antigen. I kdyZ je mnoho praci, prokazujicich neschopnost
tvorby protilatek u mladych organismi (Freund 1930, Baumgartner 1934a, b, Soko-
lova a Kalegajeva 1947, Sirotinin 1950), nebylo dosud stanoveno, jak odpovidaji
mlddata krdtce po narozeni na injekce riznych mnozstvi bakterijniho antigenu.

Préce chce zodpovédét, zda obdobi, ve kterém se netvoii protilaitky u mlidat,
je podminéno pouze sniZenou citlivosti jejich organismu viiéi cizorodému antigenu —
kterou by bylo moZno ptekonat nadmérnymi ddvkami — nebo zda jde o nevyzraly
metabolicky stav, ktery neumozituje mlidatim reagovat tvorbou protilatek na jaké-
koliv mnozstvi antigenu. Revakecinaci téchto zvitat ve staii 4 mésict (v mladi imu-
nisovanych velkymi ddvkami) jsme chtéli dét i odpovéd na dosud nejednotng zodpo-
védénou otézku, zda je moZné vyvolat Gtlum imunologické reakce viidi bakterijnim
antigentim.

Buxton (1954) po injekeich bakterijniho antigenu Salmonella pullorum do kute-
cich embryi zjistil pfi infekei dospélych zvifat dtlum protilatkové odpovedi. Kerr
a Robertson (1954) velkymi intramuskuldrnimi ddvkami T'richomonas foetus mladym
telatim vyvolali specificky tlum na daldi ddvky v dospélosti. Naproti tomu Cohn
(1956) po injekcich difterického toxoidu, bakteriofiga a pneumokokiét kufecim
embryim starym 14 dni nezjistil po dalsi ddvce téhoz antigenu 2 mésice starym
kutatim dtlum tvorby protilitek. Podobn& Smith a Bridges (1956), atkoliv injek-
cemi serovych bikovin vyvolali titlum tvorby protilatek, nezjistili stejny jev u bakte-
rijnich antigent.

Materidl a metody

Do pokusu jsme brali kraliéi mladata tsné po narozeni a% do st4fi 5 dnd, Sténata ve stafi 2, 4,
8 a 13 dnd, jak je podrobnd uvedeno v tabulkéch a vysledcich.

Imunisovali jsme korpuskulérnim antigenem Salmonella paratyphi B inaktivovanym teplem hodinu
pii 70 °C. Znémy polet mikrobit v imunisaéni ddvee jsme piipravili ze zakladni suspense bakterii.
Stalé mnozstvi v zakladni suspensi jsme vidy upravili fotometricky a jesté v neusmrcené suspensi
jsme kontrolovali potet mikrobt fedénim a rozlévanim na agarové pady. Casovy sled odbéra krve

* Zbynsk Sidék z Matematického tstavu CSAV provedl statistické zhodnocent.
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kardialni punkei je vyznacen v tabulkéch; vétsinou byla krev odebirana ve dvou az t¥idennich inter-
valech. Krev po odbérech byla uchovavéna 24 hod. pii pokojové teploté, poté serum slito a po centri-
fugaci ulozeno pii — 30 °C. Teprve po ukonéent v8ech odbérta byly u kazdé skupiny provadény aglutinace
s tym?# antigenem, kterého jsme pou#ili pro imunisaci. Pred provadénim testi byla sera znovu centri-
fugovéna. Lipoidni sera jsme zbavovali tuku vytfepavanim s chloroformem (Sterzl 1955). Vhodnost
pouziti chloroformu k odstranéni lipoidnich latek bez ovlivnéni titru protilatek byla v posledni doba
potvrzena (Updyke a Conroy 1956). Aglutinace jsme uklddali do chladnice pfi 4 2 az 4 °C a odeditali
po 2, 4 a 6 dnech.

Viechna zvifata, ktera se dozila stafi 4 mésich, jsme revakeinovali davkou 107 bakterii S. paratyphi B
intravenosné. V kontrolni skupiné jsou kralicata, ktera nebyla v mladi imunisovéna a ve stafi 4 mésicu
dostala stejnou davku antigenu jako zvifata z pokusnych skupin. Krev na stanoveni protilatek byla
odebréana 3 dny pied revakcina¢ni ddvkou a 3., 6., 10., 14. a 21. den po revakcinaci u kazdého zvifete.

K statistickému zhodnoceni bylo pouzito Wilecoxonova poiadového testu podle tabulek publikova-
nych Whitem (1952). Testovano bylo na 5%, stupni vyznamnosti.

Vysledky
Injekee riznych davek antigenu mladattim kratce po narozeni

V prvych pokusech jsme intraperitonealné injikovali 5 dni starym krali¢im
mladatim davku, kterou imunisujeme dospélé kraliky, t. j. 10° mikrobu. Zjistili

Tab. 1. Dny prvnich zjisténi protilatek v seru krali¢at po injekei riiznych ddvek antigenu S. paratypht B.
Skupina 4 . 10% a 6 . 10° jesloZena ze zvifat, z nich# ¢4st byla injikovéna 4 . 10° a ¢ast 6 . 10° mikrobu i. p.

Po narozeni

5. den 5. (‘!en as 1. den 5. %en 5. de;l
' 108 i. p. 108 i. c. 2.10°i. p. 2.10°1. c. 4—6.10%i. p.
i
‘ 29 21 14 24 14 9 23
29 21 14 24 17 10 23
> 29 21 14 24 17 ; 10 23
> 29 > 21 14 24 19 ‘ 11 23
> 29 22 14 31 19 13 23
> 29 29 14 31 21 14 26
> 29 29 17 45 22 14
> 35 36 17 45 1 29 14
38 36 17 45 ‘ 29 14
38 > 36 24 59 ‘ 15
38 > 36 24 > 39 \ 15
> 38 50 24 > 59 15
50 24 > 59 15
50 24 > 59 15
24 23
M > 29 ‘ 20 < M < 36 M= 24 ‘ M=19 } M= 15

jsme (tab. 1), Ze toto mnoZstvi antigenu nevyvolava u kralicat tvorbu protilatek
nikdy pred 25. dnem Zivota. V praméru se objevuji protilatky 29. den po narozeni.
Stejnych vysledki jsme dosahli, byla-li tato davka (10%) injikovana pfimo do krev-
niho ob8hu. Neuplatiiuje se tedy u mladat zptsob vpraveni antigenu jako u zvifat
dospélych (De Gaetani, Terranova a De Gregorio 1955).

Kdy?7 jsme injikovali 5 dni starym krali¢attim intraperitonealné nadmérné mnoz-
stvi antigenu 4.10° a 6.10° mikrobii, zaznamenali jsme podstatné urychleni
tvorby protildtek. U mladdat injikovanych témito nadmérnymi davkami jsme zjistili
v nékterych piipadech protilatky jiz 10. den Zivota. Tento rozdil mezi reakci krali-
¢ich mladat na malou (108) a velkou davku (4 . 10%) antigenu charakterisuje obr. 1,
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ve kterém je zaznamendna tvorba protilitek u krali¢at jednoho vrhu, z nichz polo-
vinu jsme injikovali malou ddvkou a polovinu nadmérnou ddvkou antigenu.

V dalSich pokusech jsme sniZili mnozstvi injikovaného antigenu na 2 . 10° mikrobu.
Tuto davku jsme injikovali 5 dni starym mlddatim do krevniho ob&hu a zjistili
jsme, Ze sniZenim davky jsme nedostdvali tak vyrazné urychleni tvorby protilatek
jako pii nékolikanisobné vyssich davkich v predchéazejicich pokusech (tab. 1).

4 67 won 15 16 F4l 24 27 34 37 38

Obr. 1., Vrh kréli¢at, které jsme 6. den Zivota imunisovali dvéma dédvkami: plné — davkou 108 mikrobi

S. paratyphi B; &irkovand — davka 4 .10° mikrobt S. paratyphi B. Osa x: stdfi kréli¢at ve dnech

od narozeni, vyznadeny dny odbéru krve; osa y: titr protildtek udén Feddnim sera; $ipky oznaduji
imunisaci.

Domnivali jsme se, Ze mnozstvi antigenu (2. 10° bakterii) bude dostateéné, vpra-
vime-li je kralidattim nikoliv 5 dni starym, nybrZ hned po narozeni. Ukézalo se
vSak (tab. 1), Ze tato davka sice urychluje tvorbu protilitek ve srovnani s ddvkou 108,
je v8ak méné uéinna nez davka 4 . 10° a 6 . 10? injikovana kralitatim 5 dni starym.
Stejné mnozstvi antigenu (2 . 10%) injikované kralitatim jak tésné po narozeni, tak
ve staii 5 dni, se ve svém uéinku nijak podstatné nelisi.

Oprévnénost téchto zdvéra potvrzuje statistické hodnoceni. Rozdil u 5dennich kralicat po podéni
10% mikrobu intraperitonedln$ a intrakardidlng neni statisticky vyznam ny. Naproti tomu se protilédtky
vytvafeji vyznamné diive po ddvce 4. 10° a 6. 10° intraperitone4lnd a 2. 10° intrakardidlnd u 5den-
nich kréli¢at, neZ u stejné starych krali¢at imunisovanych 10% mikrobt intraperitonedlnd a intrakardidlng.
Prvni zjisténi protildtek u krélitat imunisovanych ihned po narozeni ddvkou 2.10° je vyznamnd
pomalej$i nez ve skupiné 5dennich kralika injikovanych 4.10° a 6.10° intraperitonealns. Nebyl
viak nalezen vyznamny rozdil mezi touto skupinou (ihned po narozent 2.10°) a skupinou 5dennich
krali¢at injikovanych 108 intraperitonedlnd i intrakardidlnd a 2 .10° intrakardidlns.

Déavky antigenu, kterych jsme pouzili u 5 dni starych a pravé narozenych kra-
liat, se pohybuji na hranici smrtelného endotoxického pusobeni antigenu. Z ta-
bulky 2 vyplyva, Ze jsme nemohli sledovat vliv nadmérného mnozstvi antigenu
(4 . 10°) u pravé narozenych krali¢at, nebot z 34 nam po této divce uhynulo 32;
déle je ziejmé, Ze hynuti pokusnych zvifat bylo zna¢né po celou dobu trvani po-
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kusu. To bylo ovlivnéno jak poskozenim organismu antigenem, tak i ¢astymi
odbéry krve.

Imunisaci $téfat jsme si ovéfili, Ze urychleni tvorby protilitek nadmérnymi
davkami neplati pouze pro kraliky. Po injekei malych davek antigenu (10 na 1 kg
intraperitonealng) $ténatim 4., 8. a 13. den Zivota se nevytvofily protilatky diive
nez 20. den po narozeni. Naopak injekce nadmérné davky antigenu (10'° na 1 kg
intraperitone4alnd) vpravené ihned po narozeni a 4. den Zivota, vyvolaly okamzitou
protilaitkovou odpovéd (obr. 2).

Tab. 2. Preziti mladat po injekeich riiznym mnozstvim antigenu

Skupiny podle | Stéi kedli. | Potet kedli- | Presilo do | XM | Dosilo do | Proceato
. S - . P ; . prezitych . o
imunisaéni i “at branych | ¢at branych prvniho d . revakeinace , prezitych do
. N o prvniho s .
davky do pokusu do pokusu odbéru 9 (4 mosice) | revakcinace
. ‘ odbéru !
108 5 dnti 53 46 : 86,8 9 17
109 5 dna 18 18 100 9 50
2.10° 5 dnt 23 18 78,2 1 4,35
4-6-10.10° 5dnt | 41 17 41,4 1 26,8
2.10° 0—1 den 149 45 32 21 14,1
4.10° 0—1 den 34 2 | 587 2 5,87
Kontroly 34 29 85.3 17 50,0
A
64 1 ' !
l i
324 I i
! !
64 ¥ v
8
4 /
2 j -
===.—.====..==:_—..—_—_—_.—_—_.—:’.:: " ; - -
B 0 4 8 13 22 2729 32 46 50 55 67 A

T T " 1

9] 4 7 10 1 21 42 63

Obr. 2. Tvorba protildtek po riznych ddvkach antigenu u $téfiat jednoho vrhu. A -- Imunisace davkou

108 na 1 kg vahy. Touto dévkou byla imunisovéna $ténata (4. den ¢érkovant), 8. den (plng), 13. den

(pln& s tetkami), 22. den (tetkovang). B — Imunisace dévkou 1010 na 1 kg vahy. Touto ddvkou byla

imunisovana #téfiate ihned po narozeni (pln¢) a &tvrty den Zivota (84rkovand). Osa x: dny Zivota
§téfiat, vyznadeny dny odbéru krve; osa y: titr protilitek udén fedénim sera.
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Revakecinace

U vsech kralidat, kterym jsme kratce po narozeni injikovali rizné davky anti-
genu, jsme provedli ve stafi 4 mésich revakeinaci jednou davkou paratyfového
antigenu v mnoZstvi 107 mikrobd (tab. 3).

Chtéli jsme zjistit, jak predchozi dédvky Tab. 3. Revakcinaéni odpovad étyfmésitnich
antigenu ovliviiuji revakcinaéni odpovéd. kréliki, kterjm jsme po narozeni injikovali

U'skupiny mliat, ktorym jome v prvjch ~ iané désky g » skoinoial 26
dnech %ivota vpravili nadmérné mnoistvi ;¢ v tabulce jsou uvedeny nejvyssi hladiny
antigenu (4 . 10° a 6 . 10°) dochézi po revak- protiltek, které jsme stanovili bShem
cinaci k nepatrnému zvydeni titru. Hladina opakovanych odbéra (3, 6, 10, 14 a 21 dni)
protilatek se u nich téméf nezménila ve po revakeinaci.

srovnani s hladinou protilatek pied revak-
cinaéni davkou. _ ;: g d;’(‘); 0—1 den Kontrol
Skupina mlédat, kterym byl ihned po i b 2.10%i. p. y
narozeni injikovan antigen v mensim mnoz-
stvi (2.10°), maji po revakcinaci vSechny |
typy odpovédi od nepatrného zvySeni aZ g gg gg
k vysokému titru protilatek. 3 39 - 32
Statistické zhodnoceni prokazuje, Ze kralitata, kte- g gi gi
rym jsme injikovali v mlédi (od narozeni do 5. dne } 6 64 64
3ivota) ddvku 4 . 10° a 6 . 10° bakterii, maji po revak- 16 64 64
cinaci hladinu protildtek vyznamnd ni?$i ne% skupina 6 64 64
kontrolni. Krali¢ata, kterd byla injikovéna po naro- :1; 9 128 198
zeni dgvkou 2.10% nemaji statisticky vyznamny 32 128 128
rozdil proti kontrolni skuping. Rozdil mezi ob&ma 32 198 128
skupinami pokusnymi (2.10° a 4.10° a6.10° je 32 256 128
rovné? statisticky vyznamny. 39 256 256
256 256
Diskuse 512 256
512
512
Z predlozenych vysledki je ziejmé, Ze na-
lv'o’.zenfi krali¢ata ma;mji obdobi,, ve kterém za M= 16 M — 64 M — 128
74dnych z uvedenych podminek nedokazu-

jeme protildtky v seru (do 10. dne Zivota).
Protoze jim viak byly nadmérné davky vpraveny 5. den Zivota a protilatky
v seru se objevuji 10. den, musi dochizet k podatku tvorby protilitek jiz pred
10. dnem. Reakce na antigen je v8ak v tomto obdobi tak sniZend, Ze malé davky
tvorbu protildtek v tomto obdobi nevyvolivaji. Domnivime se, Ze dalsi vyvoj
mladat vede v souladu s morfologicko-funkénim vyzrinim mesenchymalni tkan&
(Riman 1955) k postupnému zvySovani citlivosti viiéi antigenu, ktera, jak vidime
z tabulky 1, je dostatedn4 i pro malé davky mezi 25. a 30. dnem Zivota. Jsme si v&-
domi, %e paisobeni nadmérného mnoZstvi antigenu miZe mit té% vliv na urychleni
procesu vyzrani mesenchymalni tkdné. Uginek velkych kvant antigenu se miZe
tedy uskutetiiovat jak tim, Ze pfekondvi mensi citlivost tkané velkymi ddvkami,
tak i tim, Ze pod vlivem silného antigenniho podnétu se urychluje metabolicko-
funkéni vyzrani mesenchymu mladdat. Je zajimavé, Ze vyznam mnoZstvi antigenu
pro rozvoj protilatkové odpovédi mlddat nebyl dosud podrobné fesen.

asovs zavislost vytvareni protilitek v postnatalnim Zivotd je urdena zralosti
jednotlivych druh@ zvifat pfi narozeni; na této skutednosti zavisi doba prvniho
objeveni se protilatek i moznost aktivni anafylaktické sensibilisace (Sirotinin 1944,
1950). To dokladaji i nase vysledky u 3téfiat, kde po injikovani nadmérné davky
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dochdzi (proti kralidatim) téméf k okamzité protilitkové odpovédi. Po injiko-
vani malych davek antigenu se pak prvni protilatky objevuji ve srovnani s kra-
li¢imi mlddaty rovnéz diive, jiz kolem 20. dne po narozeni.

V pracich, ve kterych se sleduje vliv antigenu podaného kralicatim kritce po
narozeni, nebyly protilatky v prvém obdobi zivota zjistény (Hannan a Oyama 1954,
Dixon a Maurer 1955, Cinader a Dubert 1955). V uvedenych pokusech nebyly viak
ani soustavné sledovény. Tuto skuteénost, %e nebyly protilatky zjistény, je mozno
vysvétlit i jinou kvalitou antigenu uZitého v nagich pokusech. Antigen S. para-
typhi B obsahuje kromé bilkovinnych antigenti i komponentu endotoxickou. Z pte-
hledu hynuti zvitat (tab. 2) je mono posoudit, jak podany antigen mladata po-
Skozuje. Vpraveny endotoxicky antigen je velky mobilisujici podnét, predeviim ve
sméru rozvinuti obrannych schopnosti organismu. Vpravuje-li se naopak i velké
mnoZstvi antigenu bez ptimého poikozujiciho phisobeni, na pt. serovy albumin,
nedochdzi v takovém rozsahu k podrazdéni a nezbytné imunitni odpovédi orga-
nismu. Patrné nebude bez vyznamu i forma podavaného antigenu. V jinych dosud
nepublikovanych pokusech jsme prokazali, Ze stejné jako u dospélych 1 u mladat
je korpuskularni antigen jiz v prvych hodinich vychytén z krve do vniténich
organi. Naproti tomu tekuté antigeny homologni i cizorodé (serové bilkoviny
a protilitky) pfetrvavaji u mlddat v obshu tydny (Wiener 1951, Barr, Glenny
a Randall 1949, Dixon, Maurer 1955, Trnka a Riha 1957 — dosud nepublikovaino).
Soucasné sledujeme, jaky vyznam bude mit injikovani tekutych bakterijnich anti-
genl krali¢im mladatim.

Utlum tvorby protilitek po revakcinaéni dévee ve staii 4 mésica jsme prokazali
pouze u skupiny s nadmérnym mnozstvim antigenu, které je na hranici smrtelné
davky. Vysledky price Cohna (1956) a Smitha a Bridgese (1956), ktefi nezjistili
utlum, si vysvétlujeme tim, Ze injikovali v mladi zvitatim nedostatetna mnozstvi
bakterijniho antigenu. V nasich pokusech jiZ jenom &iste¢né snizeni mnozstvi anti-
genu vede pii revakcinaci ke smazani rozdilt vadi kontrolam (tab. 3).

JiZz zminéné otédzka kvality antigenu ukazuje vyznam i ve vztahu k vytvoreni
utlumu. Antigeny mélo drazdivé, krvinky a jiné tkafiové buiky (Billingham, Brent
a Medawar 1953, HaSek 1953, 1954, HaSek a Hraba 1955, Simonsen 1955, Ko-
prowski 1955, Toolan 1955), serové bilkoviny (Hanan a Oyama 1954, Dixon a
Maurer 1955, Cinader 1955, Downe 1955) vyvolavaji plnou ,.ziskanou toleranci‘
vici daldi ddvce stejného antigenu. V pokusech s bakterijnimi antigeny, které
piimo poskozuji funkei organismu, dochizi k podobnému dtlumu na mno¥stvi anti-
genu, které organismus maximélng snasi. Nedplny dtlum je mozno vysvétlit i tim.
ze mnozstvi injikovaného bakterijniho antigenu 2. 10° mikrobi je véhové na susinu
pouze 0,28 mg. Jak nepatrné je to mnozstvi vpraveného antigenu, ukazuje srovnani
s pokusy Dixona a Maurera (1955), ktefi denné po 100 dni injikuji 10 mg sera albu-
minu, a Cinadera (1955), ktery v prvé davce po narozeni vpravuje 100—400 mg
lidského albuminu.

Skutednost, Ze jsme' prokizali po nadmérnych davkach bakterijniho antigenu
v prvém mésici Zivota kralidat vyznamné urychleni tvorby protilatek a po 4 me-
sicich u tychz zvifat atlum tvorby protilitek po revakecinaéni davee. nelze
dosavadnimi pfedstavami o mechanismech imunologickych Gtlumi pln& objasnit.
Jde-li o pfetrvavani antigenu v tkanich v nezménéné antigenni formé nebo v podobé
aktivnich §tépt pivodnich antigenti, soudasné experimentalné Yedime.

Souhrn

Po injekei antigenu S. paratyphi B 5 dnt starym kralicatam v déavce 108 bakterii
do peritonea i do krevniho obéhu se u mnich vytvéafeji protilitky teprve koncem
prvého mésice Zivota.
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Zvysenim této davky na 4 .10° a 6. 10° bakterii intraperitonealné se vyznamné
urychli zadatek tvorby protilitek. Protilatky prokazujeme u mlidat v priméru
jiz 15. den zZivota.

Ackoliv mensi mnoZstvi antigenu (2 . 10° mikrobti) injikované pravé narozenym
kralitatim urychluje tvorbu protilatek ve srovnani s divkou 108, je méné Géinné
nezli ddvka 4 .10° a 6 . 10° mikrobu, injikovand 5 dni starym krali¢atum.

Stejného urychleni tvorby protilitek injekcemi velkych davek antigenu bylo
dosaZeno i u Sténat.

Vsechna krali¢ata, kterd byla injikovdna po narozeni riznymi davkami antigenu
a doZila se 4 mésict, byla revakcinovana davkou 107 mikrobu S. paratyphi B. Sta-
tisticky vyznamny utlum tvorby protilitek po revakcinaéni davce byl zjistén
pouze u kralikl injikovanych v prvych dnech Zivota davkou 4. 10° a 6. 10° Sku-
pina krali¢at 1n]1kovana ihned po narozeni 2 .10° mikrobu nema po revakcmacl
statisticky vyznamné sniZeni tvorby protilatek proti skupiné kontrolni.

V diskusi je hodnocen vyznam kvality a mnoZstvi bakterijniho antigenu pro
na$e nalezy vzhledem k jiz publikovanym pracim o utlumu tvorby protilatek do-
sazeném antigeny jiného charakteru (tkariovymi bulikami, serovymi bilkovinami).
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Vceropenne 06pasoBaHiA Y MOJOALIX MRUBOTHBIX AHTUTEN HOMOIbIO OOJBIIUX A03
AHTNTeHA M BJIMAHME JTOTO BMEIIATeJbCTBA HA PEaKLUI0 Ha peBAKIMHUPOBaHHe
BO B3POCJIOM COCTOSTHUH

A. Hlmepyav u 3. Tprra
Peswowme

Iocae snprickupanua anturena S. paralyphi B B woamuectse 108 MukpoGos B MOT0CTH Oplo-
IUNHBL M B KPOBAHOE PYCAO 5-AHEBHBIM KPOJBYATAM AHTHTENA Y HUX 00pa3yIOTCA TOABKO K KOHIY
NEPBOTO MEeCALA KUBHU. ¥ BeInueHne sToll Jo3bl 10 4—6 . 10° MMKPOGOB B OPIOIIMHY 3HAUUTEALHO
YCKOpsieT Hauasio 06pasoBaHNA AHTUTET. AHTHTENA Y MOJOALX HUBOTHHIX B CPETHEM MOTYT GBITH
HallleHBl ye Ha 15-bUf 7eHp #u3HM. HecKkoibKo MeHbIIEe KOJMYECTBO AHTUIEHA (2.10° npn
BIPBICKUBAHUM TOJIBKO YTO POAUBIUUMCA KPOJbuaTaM OKasbiBaeTcA MeHee DOPEKTUBHBIM, ueM J03a

B 4—6 . 10° MuKpoGOB, BBeJeHHAA 5-THEBHHIM KPOJbYATAM, — XOTH M YCKOPAET obGpasoBaHue
AHTUTEN B CpaBHeHNM ¢ 110301 B 10° MukpoOoB. Takoe ke yckopeHue oGpazoBaHMA aHUTUTET MyTeM
BBEJIeHUs1 GObIIMX 103 AHTUTeHA ObLI0 IONYYEHO M V IIEHAT. Bce KpOTbYATA, NPUBHTLIE TTOCHE
POMIAECHUA PA3INYHLIMUA JO33MI AHTUI'eHA UM OMUBIINE O % MecAIeB, PeBAKIMHUPOBAINCE 10301
B 107 mukpoGos S. paratyphi B. Cratucrudeckn sHaumMoe Togasiienue oODABORAHUA AHTUTEN
1oCIe PeBAKIMHMPYIOIIE N03El OBII0 OTMEUEHO TONBKO Yy KDOJMKOB, IPUBHTHIX B TepBhe AHU
JHU3HM TI030M B 4—6 . 10°. T'pynna Kponpyar, NpMBATAA HEMEIJIEHHO NOCJe POHSAEHHMA 1030il
B 2 .10° MnKkpoGoB, He BHIKA3BIBATA NOCHE PEBAKUMHANNM CTATUCTHUECKH BHAYMMOTO CHHAKEHMA
CIOCOGHOCTH K 00PAsOBAHMI0 AHTHTEN B CPABHEHMH ¢ KOHTPOJIBHOW rpymmoit. — OOcymmaercs
3HAYeHMEe KayecTBA M KOJMYecTBa GAKTepUATLHOrO AHTHUTEHA JJIA HAGIIOAABIINXCA HAMM SBIEHMH
B CBABM ¢ OnyGIMKOBAHHBIMM YiKe HaMu pafoTamm, KacaBIIMMHCH TOAABIEHHSt o0pa3oBaHmA

AHTHTE, MOTYYAEMOro ¢ TIOMONIBI0 QHTHFEHOB IPYTOTO XapaKTepa (KJIeTOK TKAHM, CHIBOPOTOUIHLIX
0eIKOB). '

Acceleration of Antibody Formation in Yo ung Animals by Large Doses of Antigen
and the Influence of This on the Revaccination Response in Adult Life

J. Sterzl, Z. Traka
Summary

Following the intraperitoneal and intravenous injection of the antigen Salmonella paratyphi B in
5-day-old rabbits, in doses of 10® microorganisms, antibodies are not formed until the end of the first
month of life. On increasing this dose to 4—6 x 10° micro-organisms, injected intraperitoneally, the
commencement of antibody formation is significantly accelerated. Antibodies are demonstrated in the
young animals on an average by the 15th day. A smaller amount of antigen (2 x 10* micro-organisms) in-
Jected immediately after birth, while accelerating antibody formation as compared with a dose of 10%,
is less effective than a dose of 4—6 % 10° micro-organisms injected in 5-day-old rabbits. The same
acceleration of antibody formation, obtained by the injection of large doses of antigen, has also been
achieved in puppies. All the rabbits which were given various doses of antigen after birth and reached the
age of four months, were revaccinated with a dose of 107 micro-organisms of S. paratyphi B. Statistically
significant inhibition of antibody formation following revaccination was found only in the rabbits
injected in the first days of life with a dose of 4—6x 10° micro-organisms. The group of rabbits given
injections of 2 x 10° micro-organisms immediately after birth showed no statistically significant decrease
in antibody formation after revaccination as compared with the control group. The discussion contains
an evaluation of the significance of the quality and amount of bacterial antigen for the above findings,
with reference to communications already published, dealing with the inhibition of antibody formation
by antigens of a different character (tissue cells, serum proteins).
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Pusobeni antibakterijnich protilstek v organismu se zménénym
stavem reaktivity. I.

Narkoticky spanek a infekce Salmonella paratyphi B u bilych krys

IVAN RfHA
Mikrobiologické oddsleni, Biologicky ustav, Ceskoslovenské akademie véd, Praha
Reditel tstavu akademik Ivan Malek

Doslo 27. 12. 1956 '

Jednim ze zpiisobd, jak je moiné urdit, zda se chové organismus pii puasobeni
protilitek aktivné nebo pasivné, je ménit fysiologickou reaktivitu organismu a sle-
dovat, jak se sniZeni nebo zvySeni odolnosti zvifete projevi na preventivnim udinku .
vpravenych protilatek. Ve své praci jsme vychézeli z predpokladu, e snieni tidinku
protilitek souasné se sniZenim odolnosti pokusnych zvifat bude dikazem aktiv-
ntho podilu organismu pii obranném piisobeni protilatek.

V poslednich letech se objevilo v Sovétském svazu mnoho praci, zkoumajicich rizné funkce orga-
nismu za stavu narkotického spéanku. V imunologické literatuie predstavuji tyto prdce nejvatsi dast
pokusi, zjidtujicich vliv nervového systému na ruzné imunitni pochody. Vysledky pokusi ukazuji,
Ze narkotickym spdnkem je moZno podstatnd ovlivnit prabsh infekce nebo intoxikace, a to jak ve
sméru zlepSeni, tak i zhorSeni, podle druhu studovaného materidlu. Ponévad? tento zéssh podstatnd
méni reaktivitu organismu jak k toxinu, tak i k mikrobnimu &initeli, pouZili jsme narkotického spanku
ke zjidtovéni vliva zmén fysiologického stavu organismu na piisobeni protilatek. Mimo to starsi préce
studujici vliv narkosy na puisobeni protilatek (Georgievski a Cantacuzén — citovdno podle Me&nikova
1913) uvadsji, Ze jejich uéinek u zvifat v narkotickém stavu je potlaten. Souhlasnd u nés zjistili Mélek
a sp. (1953), %e je moZno vyvolat urethan-barbitalovym spénkem intoxikaci difterickym toxinem
i u zvifat s obsahem antitoxinu v krvi.

Nejdfive jsme sledovali vliv narkotického spanku na plsobeni protilatek pii
infekei Salmonella paratyphi B. Vysledek tohoto pokusu mél zodpovédét otdzku,
zda je narkoticky spinek vhodnym modelem, nebo zda bude nutné hledat jiné
FeSeni. !

Material a metody

Pokusy jsme délali na bilych kryséch o vaze 200250 g, které jsou sice znaéné odolné k experimen-
talni infekei, takZe priib&h infekce se lisi od b&Znych pfirozenych infekci, ale které jsou soudasnd znaéné
odolné k pusobeni narkotika, takZe je moZné u nich vyvolat dlouhodoby spének bez patrnéjsiho

oSkozeni. :

P Spének jsme vyvoldvali modifikaci smési Utitslové (Mélek a sp. 1953), obsahujici 10 %, urethanu
a 0,75 9, barbitalu ve fysiologickém roztoku. Pouzivanou ddvku 0,7 ml smé&si na 100 g véhy zvirat
jsme vpichovali 2 hodiny pfed infekei intramuskulérné do zadni kondetiny. Spének trvajici po této
davee 6—10 hodin jsme prodluovali poloviénimi ddvkami urethan-barbitalové smési vpichované tém
zvifatim, u kterych se objevil zvySeny tonus svalstva, hlavn® Sijového, a kterd na zménu polohy
reagovala pohybem. Posledni ddvky narkotika jsme poddvali 40—44 hodin po prvni dévce. Spének
trval pramérné 50 hodin.
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K pasivni imunisaci jsme pouZivali krali¢iho antisalmonellového sera, ziskaného smichanim ser
nékolika kralikd imunisovanych teplem zabitou suspensi Salmonella paratyphi B. Ponévadz bylo pro
kazdy pokus zapotifebi velké davky sera, pouZivali jsme vidy sera cerstvého. Z téhoz divodu jsme
uzili v poslednim pokusu terapeutického antisalmonellového kotiského sera (Bioveta).

Zvitata jsme infikovali suspensi S. paratyphi B ve fosfatovém fysiologickém roztoku v koncentraci
2 miliardy mikrobi v 1 ml (stanoveno turbidimetricky). Suspensi jsme vpravovali v raznych davkéch
intraperitonealng.

Ke zjisténi vnimavosti k endotoxintm jsme spicim a bdicim krysam vstiikovali teplem zabitou
suspensi (70 °C po 1 hod.) S. paratyphi B v koncentraci 2 miliardy mikrobtt v 1 ml v riznych davkach
intraperitonealns.

Prestup bakterii z peritonea do krve a vychytdvani mikroba z krve jsme stanovovali po intraperi-
tonealnim nebo intrakardidlnim vpichu infikujici ddvky mikrobtt podle bakteriemie v krvi odebirané
po odsttiZzeni konetku ocasu z utvorené kapky v mnozstvi 0,01 ml, rozfedéné v destilované vodé 200krat
a 2000krat a podet mikrobii jsme stanovili kultivaci.

Vysledky

Provedli jsme &tyfi pokusy celkem na 322 bilych krysach, v nichZ jsme zjistovali
vliv narkotického spanku na pusobeni protilatek pti infekei. Ve vSech piipadech

Tab. 1. Vliv urethan-barbitalového spanku na pusobeni krali¢iho antisalmonellového sera u bilych krys.
Pasivni imunisace byla provedena u jedné &ésti krys 20 hodin pied infekei vpichem 1 ml sera podko#né
(20 hod.), u druhé ¢asti krys vpichem 1 ml sera souéasné s infikujici suspensi intraperitonediné (s + i).
Souc¢asné byla infikovana i normalni bdici a spici zvitata.
Infekéni dédvka byla vpichovéna do bifisni dutiny, mnozstvi mikrobt je uddno v ml suspense (1 ml
2 miliardy mikrobt S. paratyphi B).

Pot ' o Dévka Uhynuti ve dnech po infekei
ocet, .« Pasivni o A B _
i Spanek . R 2miliardové ] ]
zvitat imunisace [ cel-
{ susp. v ml 1. ‘ 2. ’ 3. 4 ke
‘ €m
!
4 1 0,25 i ‘ 0
4 ! 0,5 2 | 2 4
4 1,0 4 i 1
4 2.0 4 ‘ 1
4 s 4 i 1,0 | o
4 s+ i 2,0 4+ 4
4 8+ 1 4,0 4 | 4
4 8+ 1 6,0 4 ‘ ; 4
4 20 h i . 0
4 20 h 2,0 3 (B | 4
4 20 h 4.0 3 1 X I 4
4 20 h 6.0 4 | 4
5 + 0,125 1 1 i I 2 4
5 i 0.25 1 3 | 1 4
5 + 0.5 2 2 1 5
5 4. 1,0 : 1 1 5
5 + s+ 0,5 1 3 4+
5 + 5+ 1,0 3 2 5
5 + 1 s+i 20 4 1 5
5 + i s 41 3 1,0 5 5
5 + : 20 h 0,5 1 2 ! 3
5 + | 20k 1,0 12 2 5
5 -+ l 20 h 2.0 5 } , 5
5 + } 20 h 1,0 4 ‘ ‘ 1 5

vedl urethan-barbitalovy spanek trvajici primérné 50 hodin k podstatnému snizeni
odolnosti zvifat k infekéni davee, ktera se pohybovala u bdicich zvitat mezi 1 az
2 miliardami mikrobt injikovanych intraperitonedlné a ktera klesala u spicich
zvitat o vice neZ 50 9.
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Kolisani smrtné davky mikrobii bylo zpusobeno jednak vlastnosti kultury, ze
které byla suspense piipravena, jednak dobou uplynulou od okamziku suspendovani
mikrobit v pufrovaném fysiologickém roztoku do vpraveni mikrobd krysim. Ve
fysiologickém roztoku dochazelo postupné k poklesu virulence kultury. Ponévadz
bylo prakticky obtizné udrzet tyto podminky ve viech pokusech stalé, titrovali jsme
radéji soudasné v kazdém pokusu smrtnou ddvkou.

Tab. 2. Vliv urethan-barbitalového spanku na pasobeni kotiského antisalmonellového sera (Bioveta)
u bilych krys (oznadeni viz tab. 1).

! Poset Pasivni Davka Uhynuti ve dnech po infekei
o Spének . . 2miliardové |__ _
zvirat imunisace
susp, v ml 1 } 2 | 3 celkem
5 0,5 2 2 i
5 0,75 2 9 i
5 1,0 | 2 1 3
5 s+ 1 2,0 | 0
5 s 41 2,5 1 1
5 s+ i 3,0 1 1
5 s + i 3,5 2 1 3
5 + 0,25 1 1
5 + 0,5 2 2 4
5 + 0,75 5 5
10 + s+ i 2,0 3. 5 8
10 + 8 4+ 1 2,5 5 2 7
10 —+- s+ i 3,0 7 3 10
10 + s +1 3.5 7 3 10
i

Ve tfech pokusech jsme pouzili k pasivni imunisaci krys krali¢iho antisalmonello-
vého sera, které jsme vstiikovali bud subkutdnng 20 hodin pred infekei, nebo
jsme podéavali serum smiSené s kulturou intraperitoneilné. Ve &tvrtém pokusu
jsme pouzili koniského antisal- ) ) ) )
monellového sera, které mélo Tab. 3. Vliv narkotického spanku na toxické puasobeni

£ kralidi usmreené kultury S. paratyphi B.
V’e srovnani ,S Ta1clm serem Davky bakterii udény v miliardédch, dmrti v hodinach.
témét dvojnésobny ochranny

udinek. V mnozstvi 1 ml chra- Potet | Dévky .y .
nilo kotiské serum pf'l soudas- | krys mikrobtt Umrti v hodinach

ném vpraveni s mikroby intra-

peritonealné 4 krysy z 5 pti - 20 8, 8 8 11 11, 11,12
ddvce 6 miliard mikrobu, pti Bdict 7 12 8,12, 12,18, 23, —, —
infekei 7 miliardami mikrobd Z 23 1(13, e e
uhynuly 3 krysy z 5. Kréliti Spici 7 12 13, 14, 14, 27, 48, .
serum (1 ml) chrénilo pfi sou- 7 8 8 41, —. —. —. —.
¢asném vpravenis mikroby ma-

ximélné proti 4—5 miliarddm
mikrobli, v priméru proti 3 miliardim (tab. 1 a 2).

Ve viech étyfech pokusech se projevilo piisobeni urethan-barbitalu u pasivng
imunisovanych zvifat snizenim smrtné davky mikrobi. Ve tietim pokusu (tab.1).
kde byla DLM u bdicich pasivné imunisovanych zvifat 4 miliardy mikroba, klesla
u spicich na 2 miliardy u obou zpiisobtt pasivni imunisace.

Ve &ttvrtém pokusu byly vysledky jesté vyraznéjsi. Kotiské antisalmonellové
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krysy z 5, chra-

nilo u spicich pii pouZiti 4 miliard mikrobti jen 3 krysy z 10 (tab. 2).

Tab. 4. Vliv urethan-barbitalového spanku na bakteriemii bilych krys pasivn¢ imunisovanych 20 hodin
pred infekei. Infekce byla provedena vpichem 2 miliard mikrobu S. paratyphi B intraperitoneélné.
Potet mikrobi byl stanovovan v krvi kultivaci. V tabulee je udévén pocet mikrobu v 0,01 ml krve
za 10. 30, 60, 180 a 360 min. po vpichu infekce.

Pocet mikroba v krvi za minuty

10 | 30 | 60 | 180 1
1. 26 200 ‘ 1 000 3 200 ‘ 132 —_ w
) 2. 2 600 800 1 000 264 0 \‘
3 3. 5 800 0 24 000 ! 400 532

= 4. 7 600 1 600 97 000 | 2 640 —

5. 800 0 800 i 0 —

I

Prameér 8 600 ll 680 5 200 | 687 i 266
I. | 9 000 5 000 162 000 I 13 040 S

- 2. 1 80 200 82 800 176 400 2 520 640
B, 3. | 21 600 255 000 89 600 800 640 ‘
zL 1. ‘l 0 5 800 10 000 400 — |
5. 64 200 26 800 71 800 132 —_—

Pramér  / ! 35 000 } 75 080 | 101 960 ’ 3 378 640

| !

Tab. 5.

Puasobeni urethan-barbitalového spanku na

bakteriemnii krys pasivné imunisovanych vstiik-

nutim antisera souc¢asné s infikujici davkou

intraperitonealné. Oznadeni jako u tab. 4.

| Pocet mikrobu v krvi
! za minuty
0 30 ‘ 60 \ 180
l o
1. i 2 200 1 800 | 15 400 132
z 2, 25200 15400 | 19 000 0
3 3. 2 200 2 400 5 600 132
A +. 3400 5200 4000 0
D, 2200 | 21 800 | 75 000 | 2 400
Pramér 7040 i 9320 ‘ 23 800 i 332 }
|
T T T T T ’|’7* T
i. 0 3400 | 16 800 0
3 i 2. 0 200 5 200 132
o, i 3. 200 600 1 400 0
r i 4. 0 0 100 V]
\ 3. 0 200 | 10 800 132
Prumér l 40 ' 880 ‘ 6 920 52
140

Tab. 6. Pusobe

na bakteriemii krys

ni urethan-barbitalového spanku
pasivné imunisovanych

20 hodin pted infekei po intrakardidlnim vpichu
suspense S. paratyphi B. Oznaéeni jako u tab. 4.

: ‘ Potet mikrobit v krvi |
1 .‘ za minuty !
| - |
[ 30 | 60 | 180 |
! ‘ B 777’7” T
3 L. 36000 | 74000 | 4920
P 2, 64000 | 13200 | 24800
L= ] 3. | 140000 | 15200 +
- I S 52000 | 70000 | 18 640
1 ‘ 5. 10000 | 8800 9 440
| Pramér | 60400 | 36240 | 14450
—
: Lo 72000 | 7800 1400 |
- 2 28 000 11 600 4 000 |
S0 3.0 | 194000 | 20600 | 12000 !
£ 4 | 172000 | 17 000 1400 |
5 74000 | 11000 5 440
|6 30000 | 3800 2 400
| I S
Pramér | 95000 | 11966 | 5440
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Vnimavost v endotoxickém piisobeni usmrcené kultury S. paratyphi B je za
spanku sniZena, co% se projevuje prodlouzenim doby uhynuti. Primérna doba hy-
nuti bdicich krys po ddvece 20 miliard bakterii byla 9,8 hod., u spicich 14,5 hod.
Po 12 miliarddch hynuly bdici krysy v pruméru za 14,6 hod. (uhynulo 5 krys ze 7)
a spici za 23,2 hod. (uhynulo rovnéz 5 ze 7). Davku 6 miliard mikrobt pfezila vétSina
krys (tab. 3).

Prabéh infekce jsme sledovali stanovovanim bakteriemie. Celkem jsme provedli
stanoveni u 50 krys. U zvifat, kterd byla pasivné imunisovana 20 hodin pted infekei
(20 krys), bylo v krvi v&t&i mnozstvi mikrobu u spicich zvifat za 10, 30 a 60 minut,
za 3 a 6 hodin jiz nebyl podstatny rozdil (tab. 4). P¥i sou¢asném vpichu suspense
a protilitek se objevuje v krvi jen velmi malé mnoZstvi mikrobt v prvnich 10
a 30 minutach, za 1 hodinu po infek&éni ddvce rozdil v mnozstvi mikrobt ve prospéch
spicich zvitat mizi (pti 8irokém rozptylu hodnot). Za 3 hodiny je u obou skupin
zvitat podet mikrobu stejny (tab. 5). P¥i vpraveni infekéni davky intrakardidlné
krysam pasivné imunisovanym 20 hodin p¥ed infekef jsou rozdily v mizeni mikrobi
z krve bdicich a spicich krys nepatrné (tab. 6).

Diskuse

Piisobeni urethan-barbitalové smési vyvolavé jako nejndpadndjéi projev utlum centrélniho nervo-
vého systému. Vedle toho viak dochézi i k ovlivnéni celé fady daldich pochodt, a to jak prostfed-
nictvim atlumu CNS, tak i bezprostfednim pasobenim. Urethan mé na ptiklad vyznaény tGéinek na
krvetvorbu; opakované poddvéni malych dédvek urethanu vede ke snizeni tvorby bilych krvinek,
a proto se ho pouzivé jako 16ku u leukemii. Stejn® tak potlatuje urethan bujeni nddorovych bunék (Haddow
& Sexton 1946). O tom, %e urethan ptsobi bezprostifednd na dslici se buiiky, svédéi antimitoxicky uéinek,
ktery byl pozorovan u rostlin po urethanu (Dustin 1947, Templeman a Sexton 1945).

Ve vyssich koncentracich mé urethan Gginky bakteriostatické az bakteriocidni (Weinstein a Do-
naldové 1946), ovem v koncentracich (2—5 %) nepFichézejicich v organismu v vahu. Déle vyvolévé
urethan p#i del§im poddvéni vznik plicnich adenomii u my3i (Smith a Rous 1948, Rogers 1951), pod
vlivem urethanu se sniZuje u erythrocyti jejich permeabilita (Anselmino a Hoenigové 1930). Vedle
téinku na mesenchymalni elementy jsou jistd velmi vyznamné i zmény pozorované na cévéach. Vé&tsi
dévky urethanu vyvoldvaji poskozeni jaternich sinusoidii i jaterniho parenchymu (Doljanski a Rosin
1944).

Pro rozsahlé Géinky urethanu nepovazujeme za spravné pokladat za presvédéujici
pritkkaz dasti nervového systému v nékterém déji organismu to, Ze je mozno dé¢j
podanim urethan-barbitalu ovlivnit. Chdpeme zménu reaktivity vyvolanou urethan-
barbitalovou smési jako nasledek pfimého nebo nepiimého plisobeni urethanu na
fadu tkani a jejich funkei, s dominujicim @dinkem na nervovy systém.

Vnimavost krys k urethan-barbitalové smési individualng kolisala. Zna¢nou roli hraje i otdzka ddvko-
véni a subjektivni faktor hodnoceni hloubky spanku a tedy i nutnost aplikace delsi ddvky narkotika.
Tyto ditvody jsou asi hlavni pii¢inou, proé je ndkdy velice obtiZné srovnavat vysledky ziskané raznymi
autory. Infekee krys S. paratyphi B mé &astetnd charakter intoxikace a lii se od pfirozenych infekei.
O tom svdéi jiz to, e k Gmrti dochézi u normélnich krys hlavng v prvnich 24 a 48 hodinéch po infekei,
kdezto pozddjsi tmrti jsou pomérné vzécnd, aékoliv je moZno podle nafich zkulenosti zjistit Zivé
mikroby v orgénech infikovanych zvifat jesté 25 dnt po infekei. Krysy jsou k infekei S. paratyphi B
znaénd odolné, smrtné ddvka se v nasich pokusech pohybovala mezi 1—2 miliardami Zivych mikrobu,
zatim co k usmrceni krysy teplem zabitymi mikroby je tieba dévka jen 10—20krdt vy3si (po intra-
peritoneélnim vpraveni).

Snizeni odolnosti krys k paratyfu po urethan-barbitalu nelze ptipsat pouze na vrub narkosy, po-
névadZ narkosa jinym narkotikem zvy3uje odolnost k této infekei (Strigin 1953). Podobnd u infekce
vyvolané Eberthella typhi vyvolaval urethanovy spanek zhorSeni prib&hu u moréat a bilgch krys,
zatim co luminal u my$i prubsh infekce neovliviioval (Sviridova 1955). Zmény ve vnimavosti vyvolané
narkotiky jsou zévislé nejen na jejich charakteru, ale i na druhu pouZitého zvifete. Streptokokovéd
infekce se po urethanu a luminalu zhorduje u bilych my#i, zatim co u moréat je prubsh spie zmirfiovin
(Gres-Edelman, Zuk a Kitéenko 1955).
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Vysledky nasich pokust ovlivnit pisobeni protilatek zménou stavu zvirete uka-
zuji, Ze je mozno urethan-barbitalovym spankem skuteén& snizit uplatnéni preven-
tivnitho déinku sera. Tyto vysledky potvrzuje i prace Palanta a sp. (1955), ktefi
rovnéz pozorovali snizeni uéinku antibakterijnich protilitek v urethanovém spanku.
Podle nasich pokust dochazi ke sniZeni vi¢inku protilidtek po urethan-barbitalu jak
pfi rovnomérném rozdéleni protilatek v organismu (pfi podani sera 20 hodin pied
infekef), tak i pti sou¢asném vpraveni protilitek s infikujici suspensi intraperito-
nealné; sniZeni probihd soudasné s poklesem odolnosti k pouzZitému mikrobu.
U zvifat v bdicim stavu byla pomérné ostra hranice Géinnosti sera. Za spanku tato
ostra hranice chybéla, coz je pravdépodobné nasledkem rtzné vnimavosti zviiat
k urethan-barbitalovému spanku, projevujici se i riiznou hloubkou a délkou spanku
krys po stejné davce narkotika.

K ochrannému pusobeni sera je predeviim tfeba, aby doslo k reakei mezi anti-
genem a protilatkami pfitomnymi v seru. V pokusech, ve kterych jsme podavali
serum 20 hodin pted infekei a kde doslo k vytvoreni rovnovahy v koncentraci proti-
latek mezi tkanovym mokem a krvi, mohly vést zmény v cevné tkatiové bariéie
vyvolané urethanem k poruse piestupu protildtek z tkafiového moku do krve
a z krve do peritonealni dutiny a tim i ke sniZeni mnoZstvi protilatek reagujicich
s mikroby. Tomu nasvédéuje to, Ze u spicich krys, které byly imunisovany 20 hodin
pied infekei krali¢im antisallmonelovym serem, se objevuji v krvi vét$i mnozstvi
mikrobt nezli u bdicich kontrol (tab. 4).

Poruseni mobilisace protilaitek neni hlavni pfi¢inou snizeného preventivniho
uc¢inku sera v urethan-barbitalovém spanku, coz dokazuje to, %e k sniZeni dochazi
i pti vpraveni protilitek souasné s mikroby, kdy prestup protildtek do tkéani
a z tkani do krve hraje minimdlni dlohu. :

Zmény ve vnimavosti k infekei S. paratyphi B vyvolané urethan-barbitalovym
spankem mohou byt zptisobeny budto sniZenim antibakterijni obrany nebo zvysenim
vnimavosti krys k endotoxinim. Vysledek pokusu s vnimavosti spicich a bdicich
krys k toxickému ptisobeni usmrcené suspense S. paratyphi B ukazuje, %e vnimavost
k endotoxickému ptisobeni bakterii je za spanku spiSe sniZend, takze p¥idinou po-
klesu resistence krys k salmonellové infekei je zfejmé sniZeni antibakterijni obrany.

Vyznam piestupu mikrobt z peritonealni dutiny do krve a vychytavani z krve je
nazorné patrny z dalstho pokusu, ve kterém jsme stanovovali bakteriemii u normal-
nich i pasivné imunisovanych bdicich a spicich krys.

Vysledky ukazuji, Ze neni podstatné ovlivnéno vychytivani mikrobf z krve,
ponévadZz pii intrakardialni infekei nejsou patrné rozdily v mizeni mikrobd (mezi
bdicimi a spicimi), ale Ze hlavni rozdil u obou skupin zvifat je v prestupu mikrobu
z peritonea do krve. Pfechod mikrobi z bfisni dutiny je sice zpomalen, ale dosahuje
pomérné brzo stejné virovné u bdicich i spicich zvifat, a to v dobé, kdy jesté nemiize
dojit k vétsimu pomnozeni mikrobu.

Domnivame se, Ze rozdily v prostupnosti peritonea a lymfatickych cest, patrné
v prvni hodiné po infekei, nemohou vysvétlit rozdily ve vnimavosti spicich a bdicich
krys k usmrcené kultute S. paratyphi B a Ze rozdily v toxickém ptisobeni usmrcenych
mikrobt jsou dikazem sniZzeni vnimavosti spicich krys k endotoxickému pisobeni
antigenii pouzitého mikroba. SniZeni vnimavosti k mrtvé kultufe pki soudasném
zvySeni vnimavosti k infekei ukazuje na to, Ze urethan-barbitalovy spanek pasobi
pledevdim na antibakterijni obranné mechanismy spicich zvitat.

Souhrn
Narkoticky spanek, vyvolany vstfikovanim urethan-barbitalové smési a trvajici
50 hodin, snizuje odolnost bilych krys k infekei Salmonella paratyphi B. Soudasné
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narkoticky spanek snizuje i letalni ddvku bakterii u krys, kterym bylo wpraveno
antisalmonellové serum. :

Vnimavost k endotoxickému piisobeni usmreené suspense S. paratyphi B se u krys
v urethan-barbitalovém spanku snizuje.

U spicich krys, kterym byla vstfiknuta intraperitonealné suspense bakterii sou-
¢asné s antiserem, je v prvni hoding v krvi znaéné niZ§i podet mikrobti nez u bdicich
zvitat, naopak u spicich zvifat pasivné imunisovanych 20 hodin pted infekei je pe-
stup mikrobti z peritonedlni dutiny do krve v prvni hodiné vétf nez u bdicich.
Na mizeni mikrobu z krve u krys, infikovanych intrakardialng a pasivné imuniso-
vanych 20 hodin pted infekei, narkoticky spanek podstatn&j$i vliv nems.

Z vysledkd uzavirdme, %e narkotikum zvy¥uje vnimavost zvitat k salmonellové
infekel snizenim jejich antibakterijni obrany a tim sni%uje i ochrannou d&innost
pasivné vpravenych antibakterijnich protilatek.
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HeficTBre MPOTHBOGAKTEPUIAHEIX AHTUTEN B OPraHU3Me ¢ U3MEHEHHHIM COCTOAHHMEM
peakTuBHOCTH. 1.

Haprortuieckuit con n undexnus Salmonelle paratyphi B y Geanx kphic
H. Pucuea
Pezwme
Ilensio Hameli paGoTs GBITI0 yCTAHOBUTH COOTHOLIGHUE MKy JeHCTBIEM IpOTHBOGAKTePUHBIX
AHTUTE]l B OPranM3Me M COCTOSHHMEM DEAKTUBHOCTH TOROMHITHOTO HIBOTHOrO. MBI NPOM3BOTUIN

ONBITHL HA GeNblX KPBICAX, yCTOMYMBOCTH KOTOPHIX K 9KCHEPUMEHTAILHOH MHPEKIMH MUKpoGOM
Salmonella paratyphi B MBI cHUKQIM ¢ MOMOIIBIO HAPKOTMYECKOTO CHA, BLI3LIBAEMOTO BIIPHICKH-
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BaHMAMU pacTBopa ¢ 10 9% yperana n 0,759, GapOurtana B Koaudectse 0,7 MaI/100 ' Beca *KUBOTHOTO.
s maccuBHOW MMMYHUBAIMI Mbl IIOJIB30BAIUCH KPOIUTbeit NI JOIAUHON AHTHCATIMOHEeNe3 O
CHIBOPOTKOIi. 50-4aCOBbIi HADKOTHYECKUH COH MOHMIKAET JIETAIBHYI0 103y MUKPOOOB, BBOTUMLIX
CTIAIYM KPBICAM B MOJIOCTh OproiuHbl, Gojee YeMm Ha 50°,. B To #e BpeMsa y COAMMX MACCUBHO
MMMYHH3UPOBAHHMX HKpPHIC HAOMIONAaeTCA TIOHWKENHEe INPOTEKTHBHOIO j(eHCTRUA CHIBOPOTKM
{rada. 1, 2), — RaK .MPU NACCHBHON MMMyHM3ALMKM 3a 20 4acOB 710 MHPEKLUH, TAk U NPU OFHO-
BPEMEHHOM BBeJGHUH B ITOJIOCTH OPIOIIMHAL U MUKPOOOB M CHIBOPOTKU (Ta0Jd. 1). ¥V CHABIIMX Kphic,
KOTOPBIM BIPBLICKUBAINCH PABIUUHBIE H03BI yOUTHIX MyTeM MporpeBaHns MUKpoGos S. paratyphi B,
BpeM#d BLUKHBAHMSA ObIBAJIO JITTMTENIbHEE, YeM Y HUBOTHBIX (3 Hapkosa (Taba. 3). Vperaun-6aptura-
TOBEIE HAPKO3 OKABBIBAET BIMFHHUE M HA NEPEXOf MHUKPOOOB M3 IMOJOCTH OPWOIIMHL B KPOBL!
Y CHABIIMX KPBIC, KOTOPHIM B [0JIOCTh OPIOIMMHEI BIPHICKUBAJIACH B3BECh sKUBHIX MUKPOGOB O;{HO-
BPEMEHHO C HPOTUBOCHIBOPOTKOM, KOJIMYECTBO MUKPOOOB B KPOBH B Teuenue MEPBOro 4aca OLIBajio
SHAYUTEJLHO HIIFKE, YeM Y MKUBOTHHIX 0e3 HapKosza (TadJ. 5); HAIPOTUB, y CHABIIKX KPBIC, KOTOPHIM
CHIBODOTKA BUPBICKUBANIACh MOAKOMHO 33 20 4aCOB 0 3apaskeHusA B MOJOCTh OPIOLIMHBL, MEepPexol
MUKPOGOB U3 MOJOCTH OPIOMMHKL B KPOBb B TeUeHWe NEPBOro 4aca GHBAT MHTEHCHBHEE, UeM Y KOH-
TPOJBHBIX KUBOTHBIX (TalI. 4). OTU pesyabTaTH Mbl 06bACHAeM ocialiienieM Iepexoia aHTHTe
U3 KPOBU B IIOJOGTH OPIOIIMHBEL ¥ KMBOTHHIX, MMMYHU3HPOBAHHBIX ACCUBHO 3a 20 4acoB 0 3apa-
HHEHNA, 1 IOHMKeHNeM MHTEHCUBHOCTH IIepexoja CencHOMIM3NPOBAHHBIX MUKPOGOB U3 IOJOCTH
OpOWHHE B KPOBb Y FKHBOTHHIX, KOTODBIM Mbl BBOJUIIM MUKPOOH B OPIONINYIO TONOCTH OLHO-
BPEMEeHHO C CBIBODOTKOW. Ha oumieHue KpoBH OT MUKPOGOB HAPKOTUYECKUH €O BAMAHUA He OKa-
apiBaeT (raba. 6). 3 CBOMX ONHITOB MBI JeilaeM BHIBOA, YTO CMeCh YypeTaH-0apOuTajia IOBBILIACT
MYBCTBUTENbHOCTE B UHPexnuu Salmonella B pesynprare ocnabiaenns anTu6akTepuitHON 3aUTUTHL

Y ONBITHBIX *KUBOTHBEIX, & TEM CAMBIM U OCJA0IEHUA MACCUBHOI'O TIPOTEKTUBHOT O [1eACTBUS BBeIEH-
HBIX. HpOTIlB06aHTepVIﬁIILIX AHTUTEIL.

The Action of Antibacterial Antibodies in an Organism with a Changed State of
Reactivity. I.

Narcotic Sleep and Infection with Salmonella paratyphi B in White Mice
I. Riha

Summary B

The aim of the work was to ascertain the relationship between the action of antibacterial antibodies
in the organism and the state of reactivity of the experimental animal. Experiments were carried out
in whitbe rats, in which resistance to experimental infection with the micro-organism Salmonella para-
typhi B was reduced by narcotic sleep induced by the injection of a solution containing 10%, urethane
and 0.7%, barbital (0.7 ml. solution/100 g. body-weight). Rabbit or equine anti-salmonella serum was
used for passive immunisation.

Narcotic sleep, lasting 50 hours, reduced the lethal dose of micro-organisms, injected into the sleeping
rats intraperitoneally, by more than 509%. At the same time, in sleeping, passively immunised rats
a decrease also occurred in the protective effect of the serum (tabs. 1 and 2), both in the case of passive
immunisation 20 hours before infection and also in the simultaneous intraperitoneal injection of micro-
organisms and serum (tab. 1).

In sleeping rats injected with various doses of heat inactivated micro-organisms of S. paratyphi B,
the period of survival was longer than in waking animals (tab. 3).

Urethane-barbital sleep also influences the penetration of the micro-organisms from the peritoneal
cavity into the blood. In sleeping rats injected intraperitoneally with a suspension of living micro-organ-
isms together with the antiserum, the number of micro-organisms in the blood in the first hour was
considerably lower than in waking animals (tab. 5), whereas in sleeping rats in which serum was injected
subcutaneously 20 hours before intraperitoneal infection, the penetration of micro-organisms from the
peritoneum into the blood in the first hour was greater than in the control animals (tab. 4). These results
are explained as being due to a decrease in the penetration of antibodies from the blood into the perito-
neum in animals passively immunised 20 hours before infection and to a decrease in the penetration of
sensitized micro-organisms from the peritoneum into the blood in animals injected intraperitoneally
with micro-organisms and serum simultaneously. Narcotic sleep has no effect on the recovery of micro-
organisms from the blood (tab. 6).

It is concluded from the results that a urethane-barbital mixture increases susceptibility to infection
with Salmonella, by reducing the antibacterial defence of the experimental animals and thus also reducing
the protective effect of passively administered antibacterial antibodies.
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Rozdelenie izoaglutininov pri papierovej elektroforéze
a hodnoty v globulinu u séra s extrémne vysokym titrom

JURAJ IVANYI, PAVOL IVANYI a MILENA TOMASKOVA
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Piednosta prof. Dr J. Hofejsi

Biologicky ustav, 16kafské fakulta, Karlova universita, Praha
Piednosta prof. Dr B. Sekla

Doslo 22. 11. 1956

Vseobecne sa uznava, Ze je tzky vztah medzi protilitkami a y-globulinovou
frakciou krvného séra., Potvrdzuji to poletné udaje o shodnej elektroforetickej
mobilite a zvySovani y-globulinu podas imunizicie (Tiselius a Kabat 1939, van der
Scheer a Wyckoff 1940, Peter a Hanser 1952). Na druhej strane niektori autori
lokalizovali protilatky aj na frakcie séra s viad¢8ou mobilitou nez y-globulin a mnohé
prace poukazuji na znaéni disociaciu medzi hladinou y-globulinu a titrom proti-
latok (Larson 1952, Peter a Hanser 1953, Hanan a Oyama 1954, Scheiffarth a Berg
1955). Tieto vztahy sme sledovali u izoimunného krali¢ieho séra s neoby¢ajne silnou
biologickou aktivitou (jeho vstrekovanim sme mohli vyvolat akitny izotransfuzny
8ok a experimentdlnu fetdlnu erythroblastézu, Ivanyi a sp. 1956), s titrom komplet-
nych izoaglutininov 1 : 1 000 000 a inkompletnych 1 : 126 000 000. U tohoto séra
sme vySetrovali elektroforetickii mobilitu kompletnych a inkompletnych protilatok
na papieri, sledovali sme titer izoaglutininov a hladinu y-globulinu v priebehu
reimunizicie. Predpokladali sme, Ze lokalizicia serologickej aktivity v elektrofore-
tickom spektre a vztah medzi y-globulinom a titrom izoaglutininov bude pri tomto
extrémne vysokom titru vyrazne vyznadeny.

Materidl a metody

Pracovali sme beZnou serologickou metodikou, ktort sme popisali v predchddzajicom zdeleni
(Ivanyi, Toméskovd a VondréSkové 1956). Imunizovali sme 509, suspenziou erythrocytov vo fyziolo-
gickom roztoku. Aglutinaéné reakcie boli prevedené skumavkovou metédou. Na dékaz inkompletnych
protildtok sme pouZili trypsinovou reakciu. Izoaglutininy sme uvoliiovali do fyziologického roztoku
vo vodnom kupeli pri 56 °C.

Bielkovinné frakcie séra a mobilitu protildtok sme urovali pomocou elektroforézy na filtraénom
papieri. PouZivali sme vlhka komorku, veronal-Na pufr o pH 8,6. Nand&ali sme 0,025 ml séra na papier
Whatmann &. 4. Pri napét{ 300 V sme sérum rozdelovali 8 —12 hodin. UloZenim filtraéného pésu vyssie
nad hladinu pufru dosiahli sme predl¥enie elektroforetického spektra na 15—16 cm. Bielkovinné
frakcie sme vyfarbovali bromfenoclovou modrou a hodnotili sme ich kolorimetricky po elucii podla
Pechara (1954).

Elektroforetické rozdelenie protildtok sme zistovali uréenim titru serologickej aktivity v jednotlivych
dastiach elektroforeogramu. Po rozdeleni séra z filtraéniho pésku pozdline odstrihneme pésik 1,5 ecm
Siroky, ktory zafarbime a zbytok 3,5 em Siroky rozstrihdme na 1 cm prazky. Tieto eluujeme v 0,2 ml
fyziologického roztoku. V eluéte sa aglutinaénou reakciou zistuje titer protildtok, ktory nandSame na
ordindtu grafu, ktorého abscisu tvori praZok zafarbeného elektroforeogramu. Takto ziskany elektro-
foreoaglutinogram nés nézorne informuje o lokalizécii specifickej aktivity v elektroforetickom spektre.
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Visledky

Pri uréovani elektroforetického rozdelenia izoaglutininov sme vo vidésine pokusov
pouzivali sérum kralika s extrémne vysokym titrom. Vysledky ukazali (obr. 1), Ze
serologicky aktivny tsek je zna¢ne Siroky a zahriiuje celi frakciu y s prilahlymi
tastami spektra. Najvys§i titer — hrot serologicke]j aktivity — sme zistili v rych-
lejsej dasti y-frakeie a na jej rozhrani s intervalom y—pf. Tato lokalizicia izoagluti-

ninov (y,) suhlasi s literattirou (Payne a Deming 1954).

1,0

ols

A

Pokausili sme sa lokalizovat hrot serologic-

¥irka kej aktivity na tisek ¢o najuzsi a preto sme
Lrakeif rozstrihdvali filtraény pasik na postupne
ST mensie prazky (obr. 2). Sérum sme niekol-

i ‘- kokrat sucasne delili na s$tyroch paskach,

e ktoré sme rozstrihali na 1,5, 1,0, 0,54 0,3 cm

18 " b siroké prazky. Ukazalo sa v8ak, Ze vo frak-

ciach z tseku mensieho nez 1,5—1 cm je
rovnaky najvy8si titer pritomny stdasne
v dvoch a#% troch sérovkach. Ak berieme do
dvahy eSte titraénd chybu 4 3 sérovky.
vidime, Ze nie je mozné lokalizovat hrot
serologickej aktivity na frakciu uz$iu nez
1—1,5 em.

Okrem aglutina¢nej reakcie vo fyziologic-
kom roztoku titrovali sme eludty i s erytro-
cytmi natrivanymi trypsinom na dokaz
inkompletnych protilatok. Vysledky nam
ukézali, Ze titer inkompletnych protilatok je
v kaZzdom tuseku elektroforetického spektra

vy$$i nez titer protilitok kompletnych a Zze
protilatky kompletné i inkompletné maji
totozny hrot; Ze inkompletné protilatky
o] maji $ird specificky Gdinny tsek, ktory
presahuje aZ na f-globulin (obr. 1).

U kralika 6. 126 sme sledovali mobilitu
protilditok polas reimunizacie. Z obrazu 3
vidime, Ze mobilita hrotu izoaglutininov
v zatiatotnych fazach reimunizacie je
mierne zniZend vod¢i mobilite na vrehole imunizacie. KedZe tento posun je v rdmei
chyb metodiky, nemoéieme robit este kone¢né zdvery z tychto vysledkov, i ked
stihlasia s niektorymi tdajmi literattry (Fischer 1955).

Pretoze sérum, ktoré sme pouzivali, malo extrémne vysoky titer, mohli sme sa
pokusit o lokalizdciu izoaglutininov uvolnenych do roztoku. Uvolnenim izoagluti-
ninov zo shluklych erytrocytov do fyziologického roztoku vo vodnom kipeli sme
ziskali eluat o titru 1: 120, ktory sme elektroforetizovali. Roztok izoaglutininov
bol silne hemolyticky, nasledkom &oho sa na elektroforeograme vytvorila hemo-
globinové frakeia. V oblasti y-frakcie sa bielkovina nevyfarbila, i ked serologickéi
aktivita bola pritomna. Pomocou pripojeného elektroforeogramu séra, ktoré bolo
stidasne delené, moZeme srovnat rozdelenie izoaglutininov a hemoglobinu vo fyzio-
logickom roztoku s rozdelenim bielkovinnych frakeii séra (obr. 4). Pre pomerne
nizky titer kompletné protilatky sme dokazat nemohli, zatial ¢o inkompletné
mali rovnaka mobilitu ako v séru.

0,3

Obr. 2. Lokalizdcia hrotu serologicke)
aktivity izoaglutininov v elektrofo-
retickom spektre.
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U troch kralikov sme sledovali, ¢i dochadza ku kvantitativhym zmendm v bielko-
vinnom spektre pocas izoimunizacie (tab. 1). Séra boli vySetrované pred imuniza-
ciou, na vrchole a po poklese titru. Dvaja kralici vytvorili protilatky v nizkom
titru, zatial ¢o kralik ¢. 126 mal titer izoaglutininov vo fyziologickom reztoku
1: 1000 000. Z tabulky 1 vidime, %e hodnoty jednotlivych bielkovinnych frakeif
kolisaju iba v rameci fyziologickych vykyvov, ktoré st u kralika dost znadné (Stiir-
mer 1951). Nezistili sme Ziadny vztah medzi titrom izoaglutininov a hladinou
y-globulinu, ktora nestipala ani u kralika &. 126, ked titer izoaglutininov dosiahol
extrémne vysokej hodnoty.

Tab. 1. Bielkovinné frakcie séra pocas izoimunizécie

Cislo Déatum Titer Bielkoviny séra v % ’
kralika odberu séra Alb. alfa, alfa, | beta gama
13.1X. 55 0 61,8 7,7 2.4 13,7 14,5
27. IX. 55 1 000 000 64,2 © 12,5 9,2 14,5
126 3. X. 55 1 000 000 59,1 8,3 6,8 10,6 14,7
2. II1. 56 2000 64,5 6,2 6,4 10,7 12,3
29. I11. 56 120 65,8 5,1 6,2 10,2 12,5
13. IX. 55 0 63,1 4,7 1,9 13,7 16,3
16 3. X. 53 240 59,0 8,7 6,6 10,0 15,7
21. XI. 55 16 54,2 6,7 5,6 12,9 18,2
13. IX. 55 0 59,7 7,5 3,1 12,4 17,4
127 3. X. 55 64 64,1 6,5 6,4 10,2 13.4
23. XI. 55 4 66,5 10,4 9.3 13,7

|

Na obraze 5 mozeme porovnat Tiseliove krivky séra od kralika neimunizovaného
a kralika s extrémne vysokym titrom izoaglutininov. I ked v hodnote celkového
y-globulinu nie je kvantitativny rozdiel, vidime u krélika &. 126 roz§tepenie y-frakcie,
ktoré by mohlo byt podmienené vysokym titrom izoaglutininov. Pre nedostatok
séra sme podrobnejSie vySetrenie nemohli previest.

Diskuzia

Papierova elektroforéza bola v poslednej dobe pouZité na uréenie elektroforetického rozdelenia
hemaglutininov, antibakterijnych i orgdnovych protilatok (Payne a Deming 1954, 1llés a Balla 1956,
Scheiffarth a Berg 1955). Filtraény pésik sme rozstrihdvali na rovnako 3iroké useky na rozdiel od
niektorych autorov (Jankovie 1953, Fischer 1955), ktori rozstrihdvali podla bielkovinnych frakeii,
¢o pokladdéme za menej dosledné vzhladom na pritomnost serologickej aktivity aj v medzifrakciach.
Na rozdiel od Laurellové (1955) sme titry eludtov nané3ali v aritmetickej rade a nie v geometrickej,
lebo tym by sa obraz elektroforeoaglutinogramu skresloval, najmé pri vyssich titroch.

Izoaglutininy sa nachadzaji v Cohnovej ethanolickej frakecii I1I-1 (Enders 1944)
a maja elektroforeticki mobilitu y, (Deutsch a Alberty 1946). Payne a Deming
(1954) nenasli ziadne rozdiely v mobilite prirodzenych a imunnych hemaglutininov,
ani zévislost na skupinovych vlastnostiach krve. Kralidie izoaglutininy lokalizoval
Fischer (1955) do frakcie s mobilitou y-globulinu a hemoglobinu. V nasich pokusoch
sme potvrdili mobilitu y, pre kralidie izoaglutininy. Serologicku aktivitu vykazoval
pomerne Siroky tusek za¢inajtci 1—2 cm pred y-frakciou a siahajici az k g-globulinu,
¢o je dokladom znaénej elektroforetickej heterogennosti protildtok. Pozorovali sme,
Ze 8o stipajicim titrom deleného séra sa rozSiruje serologicky aktivny tsek elektro-
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foretického spektra. Je samozrejmé, Ze stucasne zavisi Sirka serologicky aktivneho
useku od zriedenia, ktoré nastane v priebehu elektroforetického rozdelovania, teda
od objemu nanafeného séra, od objemu fyziologického roztoku pouzitého na eliciu
jednotlivych frakeii a od Sirky tychto frakcii. Vazba specifickej aktivity u hyper-
imunného séra na tseky elektroforetického spektra prilahlé ku y-globulinu a na
B-globulin teda zrejme nie je spdsobend tvorbou protildtok s inou elektroforetickou
mobilitou pri hyperimunizécii, ale ide o heterogennost protllatok ktora je pri-
tomna aj pri nizkom titru, pri ktorom sa ovSem pre znaéné zriedenie neda dokazat.
Podobne mézeme predpokladat, Ze na okrajoch serologicky aktivneho tseku, kde
sme dokédzali iba inkompletné protilatky, boli pritomné aj kompletné a nedoka-
zali sme ich pre nizky titer v tychto partiach. Znaénd elektroforetickd hetero-
gennost protilitok mozZno sposobila, Ze tdaje jednotlivych autorov o lokalizacii
protilatok mna bielkovinné spektrum st dasto nejednoznaéné. Myslime, Ze pod
pojmom elektroforetickej mobility protilatky by sa mala rozumiet mobilita hrotu
serologickej aktivity, ktord sa nemeni v zavislosti na titru pouZitého séra.

Neni mozné na tomto mieste podrobnejsie rozoberat problematiku kompletnych
a inkompletnych protilatok. Zistenie, Ze hrot izoaglutininov uréenych trypsinovou
reakciou je totoiny s hrotom vo fyziologickom roztoku, stihlasi s nalezmi Stiirmera
a Prokopa (1952) a Jankovica (1953) a podporuje nazor o latkove] totoZnosti izo-
aglutininov. Na druhej strane Cann a Brown (1951) a Wiener (1954) udavaji pre
inkompletné protilatky rozdielne elektroforetické mobility; Witebskymu (1948) sa
podarilo pomocou dialyzy séra voéi vode oddelit niekolko frakcii, do ktorych izo-
loval rozne Rh protilatky.

Mnohé nejasnosti v lokalizdcii protilatok by sa dali vysvetlit, keby sa potvrdilo zistenie niektorych
autorov, Ze mobilita protildtok sa meni v priebehu imunizacie. Tiselius a Kabat (1939) a podobne
Deutsch (1948) nasli zvySenu mobilitu antibakterijnych protilatok a antitoxinov v pozdejsich fazach
imunizdcie. Laurell (1955) zistila, 26 Wassermanovo reagens ma v prvom stadiu syfilis mobilitu y-glo-
bulinu, v druhom $tadiu y alebo f§, a v trefom $tddiu az na malé vynimky mobilitu f,-globulinu. Fischer
(1955) udéva, Ze pri prvoimunizacii stipaju protildtky viazané na y-globulin, zatial ¢o pri nésled-
nych imunizdciach sa zvySuje koncentracia ,,volnych‘’ protilatok, pritomnych v medzifrakeii f—y.
Z tychto udajov vyplyva, %e v priebehu imunizicie sa zviacSuje elektroforetickd mobilita protildtok.

. Naznac¢ovall to aj niektoré nase vysledky u kralidich izoaglutininov. Predpokladame, %e zmeny, ktoré
tu nastdvajd, st velmi malé a preto na ich presné a reprodukovatelné zaznamenanie nasa metodika
pre titraénd chybu -+ 3 sérovky nie je dostatoéne priekaznd.

Udaje literatiry o zmendch v bielkovinnom spektre podas izoimunizicie si po-
merne chudé. Stiirmer a Prokop (1952) po imunizdeii dobrovolnic Rh antigenmi
nenagiel zvysenie hladiny y-globulinu. Schleyer (1954) nezistil Ziaden rozdiel v hla-
dine y-globulinu po absorpcii izoaglutininov. U kralikov nasiel Fischer (1955) iba
$tatisticky hodnotitelné zvySenie y a f-globulinovej frakcie. U nasich vysledkov
treba brat do dvahy, Ze kralici boli vySetrovani poc¢as reimunizacie, u ktorej podla
Fischera (1955) stapanie hladiny y-globulinu éasto nie jé pritomné. Zatial u hetero-
imunizicie udavaji Peter a Hanser (1953), Ze pri naslednych imunizaciach hladina
y-globulinu stipala dalej az o 40 %, zatial ¢o titer protildtok sa uz nezvysoval.
Sérum s titrom 1 : 1 000 000 sme niekolkokrat vySetrili papierovou elektroforézou
a pre kontrolu Tiseliovou elektroforézou a hodnotu y-globulinu pomocou rivanolu
(Kofinek 1955). Ani jednou metodikou sme nezaznamenali vyznamné stﬁpnutie
y- globulmove] frakeie. Jednym z faktorov, ktoré sa tu uplatiiuju, moze byt to, Ze
pri izoimunizacii nevznikd nespecificky globulin, ktory pri heteroimunizacii tvori
pravdepodobne Cast zvySenej y- globuhnove] frakcie (Boyd 1937). Bodon (1956)
predpoklada 7e tvorba protilditok nemusi byt podmienend kvantitativhym zmno-
zenim v-globulinu, ale jeho kvalitativnou zmenou. Pritomnost izoaglutininov
v ethanolickej frakecii I1I-1 s elektroforetickou mobilitou y, a antibakterijnych
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Obr. 1. Elektroforetické mobilita kompletnych a inkompletnych izoagluti-

ninov kralika. Titer vo fyziologickom roztoku je vyznadeny plnou &iarou,

tiselne v dolnom riadku. Titer trypsinovej reakcie &iarkovane, &iselne
v hornom riadku.
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Obr. 4. Mobilita izoaglutininov uvolnenych do fyziologického roztoku.
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Obr. 5. Elektroforetickd krivka a) kralika neimunizovaného, alb. 54,10,
x« 10,15, B 13,05, y 22,70, A/G 1,18, b) krilika &. 126 s titrom izoaglu-
tininov 1 : 1 000 000, alb. 55,90, x 8,70, f 13,03, 71 6,25, v, 15,95, A/G 1,26.
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Obr. 3. Mobilita izoaglutininov v priebehu imunizécie.
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' protllatok vo frakeii IT s moblhtou 7 (Deutsch 1946) ukazuje na moznost, ze tu
ide o protllatkove molekuly odlisného charakteru. Zatial ¢o antibakterijné séra
maji vyrazne zvySeny y-globulin, mnoZstvo izoaglutininov sa v kvantite bielko-

© vinnej frakcie neprejavi, ako to dokazuju udaje literatiry, negativny vysledok
u séra s extrémne vysokym titrom a pritomnost speciﬁckej aktivity v medzifrak-
ciach elektroforetického spektra. Potvrdzuje to aj na$ pokus, v ktorom sme delili
roztok izoaglutininov vo fyziologickom roztoku, ked serologickd aktivita bola pri-
tomna4, zatial ¢o bielkovina y- globulmu sa nevyfarbila. Tieto vysledky st v sihlase
s ndzorom Edsalloyym (1947), Ze specifickd aktivita 1zoag1ut1n1nov sa viaZze na
nepatrné kvantum blelkovmneho substratu. :

Svuhrn

U kralidieho séra s extrémne vysokym titrom izoaglutininov sme lokalizovali
hrot specifickej aktivity do frakeie y;. Sirka serologlcky aktivneho useku elektro-
foretického spektra je zavisld na titru pouZitého séra. Pri extrémne vysokom titru
sme nagli izoaglutininy s mobilitou az ﬂ globuhnu U 1nk0mpletnych protilatok je
serologicky aktivny tsek $ir¥i, mé vy3ii titer a hrot mé mobilitu vidy shodnt
s kompletnymi protilétkami Rozdelenie izoaglutininov uvolnenych do fyziologic-
kého roztoku a v séru je shodné. U kralika, ktory po reimunizdcii mal titer izoagluti-
ninov kompletnyeh 1:1000000 a inkompletnych 1 :126 000 000, sme nenasli
zvysend hladinu y-globulinu.

Literatura

v

Bodon, L., Richter, J.: Development of immunity to foot-and-mouth disease in cattle. Acta veterlnarla.
hung. 6 211, 1956.

Boyd, W. C.: Quanmatwe changes in . anmbodws and globulin’ fractions. of rabbits myected with several
antigens. J. Immunol. 33 : 111, 1937.

Cann, J. R., Brown, R. A.: Fractwnanon of Rh antiserum by electraphoreszsconvectwn J. Immunol
66 : 137, 1951 .

Deutsch, H. F., Alberty, R. A.: Separatwn and purification of a new ylobulm from normal human plasma.
J. Biol. Chem 165 : 21, 1946.

Deutsch, H. F.: Fractionatz'on studies of normal and immune horse serum. J. Biol: Chem. 176 : 797, 1948.

Edsall, J. T.: Advances in protein chemistry New York 3 : 447, 1947,

Enders, J. F.: The concentration of certain antibodies in globulin fractions derived from human blood
plasma. J. Clin. Invest. 23 : 510, 1944.

Fischer, K.: Papierelektrophoretische Serumeiweiss-Untersuchungen bei experimentell erzeugter Kamnchen-
Erythroblastose. Zschr. f. Hygiene 141 : 517, 1955.

Hanan, R., Oyama, 1.: Inhibition of antibody formation in mature rabbits by contact wzth the (mtzgen
at an early age. J. Immunol. 73 : 49, 1954.

Iliés, E., Balla, L.: Comparative analysis of immune sera by paper electrophoresw combined with sero-
logzcal test. Acta veterinaria hung. 6 : 201, 1956.

Ivényi, P., Toméskovd, M., VondraSkova, E Ezperimentdlny tmnsfuzny Sok. Cas. 16k. Zes. 95 : 1321,
1956.

Ivanyi, P., Smetana, K., Toméaskova, M.: E@pemmentdlna fetalna erythroblastéza w krdlikov. Cs. bio-
logie 5 : 319, 1956.

Jankovic, B.: Serologwal actwvity of globulin fractions of anti-D sera separated by paper elecirophoresis.
Nature 171 : 982, 1953.

Kotinek, J.: Kvantitativnt stanovent gania globulinu v krevnim seru pomoct rivanolu. Cas. 1ék. &es. 94 :
1170, 1955.

Larson, D. L.: The relation of the level of serum protems to anétbody productzon J. Lab. Clin. Med. 39 :
129, 1952.

Laurell, A. B.: On antibodies separated by paper electrophoresis with special reference to the Wassermann
reagens. Acta pathol. microbiol. Scand. Suppl. 103, 1955.

Payne, R., Deming, Q.: Electrophoretic mobility in paper of isoagglutinins. J. Immunol. 73 ; 81, 1954.

Pechar, J.: Elektroforesa bilkovin na papife. Sbor. pathofysiol. trdveni a vyZivy 8 : 165, 1954.

149

Approved For Release 2008/04/10 : CIA-RDP80T00246A002900500009-6



Approved For Release 2008/04/10 : CIA-RDP80T00246A002900500009-6

Peter, H., Hanser, A.: Der Ausdruck eines ,reinen‘ Immunisierungsprozesses im elektrophoretischen
Serum-Eiweissbild. Zschr. Immunforsch. 109 : 383, 1952.

Peter. H., Hanser, A.: Elektrophoretische Untersuchungen an Kaninchen bei der Herstellung von Anti-M-
und Anti-N-Seren. Z. Exp. Med. 121 : 419, 1953.

van der Scheer, J., Wyckoft, R.: The electrophoretic analysis of several hyperimmune horse sera. J. Im-
munol. 39 : 63, 1940.

Scheiffarth, F., Berg, G.: Die Lokalisation von Organ- Autoantikérper in praparativ aufgetrennten Seruwm-
proteinfraktionen. Klin. Wschr. 33 : 711, 1955.

Schleyer, F.: Papierelektrophoretiche Untersuchungen iiber Blutgruppen- Antikorper in Serumeiweiss-
fraktionen. Klin. Wschr. 32 : 730, 1954

Stiirmer, K.: Quantitative Mikroelektrophorese von normalem Kaninchenserum. Z. Exp. Med. 117 : 359,
1951.

Stiirmer, K., Prokop, O.: Klinische und experimentelle Untersuchungen betr Graviden mit Blutgruppen-
incompatibilitit. Klin. Wschr. 30 : 974, 1952.

Tiselius, A., Kabat, E. A.: An electrophoretic study of tmmune sera and purified antibody preparations.
J. Exp. Med. 69 : 119, 1939.

Wiener, A. S.: Rh-Hr blood types. New York 1954.

Witebsky, E.: Studies on Rh antibodies. J. Lab. Clin. Med. 33 : 1353, 1948.

P33HGJIBHHE N30arrIDTUHNHOB IIpU GyMaH{HOM 3JIeHTpOd)OpeB€ I 1OKasaTre./1u
ramMmMma rno6ymma B CBIBOPOTKAaXx C KpaﬁHe BBICOKMM THUTPOM

10. Heanu, IT. Hearnu u M. Tomaurosa
Peszwome

¥V kpoamubeil CHIBOPOTKH ¢ KpafiHe BHICOKUM THTPOM H30ArIJIIOTUHHHOR sybel| crenupuiecron
AKTHBHOCTH JIOKATMB0BAICA BO (pakuuu ramma,. Illupora capomornyecku AKTUBHOTO yIaCTHa
HIERTPOPOPETHUECKOrO CIIEKTPA BABUCUT OT TUTPA IpMMeHsAeMoii chBopoTEM. H1pu KpaiiHe BHCOKOM
TUTpe M HAXOJWIM Jawe U30arTIIOTHHUHEL C TMOABHHOCTHIO Gera ri00yJAMHOB. Y HEMOJIHBIX
QAHTHUTEJL ceponornqecm{ AKTUBHBIA YYaCTOK ObIBAET mupe u OTJIN4YaeTCA 0oaee BBICOKUM THUTPOM,
a MOJBMKHOCTE 3y0Ila BCeraa OTBeYaeT MOJTHHIM AHTUTENAM . Pasgenenne u30arriioTHHUHORB, MTEPEX0-
AAWMX B PU3KOTNOrMYECKAN PACTBOP, ¥ U30ArTIHOTHHIHOB B CHIBOPOTRE — O[LMHAKOBO. V Kpodauka,
Y KOTOPOT0 TUTP TMOJHLIX W30AITIIOTUHUHOB IOCIE PEMMMyHU3AuM 6pu1 1 :1,000.000, a He-
roaupx — 1 :126,000.000, MBI He OTMe4AJN TOBBIIEHUA yPOBHA raMma-riao0ymia.

Separation of Isoagglutinins in Paper Electrophoresis and Values of Gamma Globulin
in Serum with an Extremely High Titre

J. TIvanyi, P. Ivanyi, M. Tomdskowi
Summary

In rabbit serum with an extremely high titre of isoagglutinins, the peak of specific activity was
localised in the gamma, fraction. The extent of the serologically active sector of the electrophoretic
spectrum is dependent on the titre of the serum used. In the presence of an extremely high titre, isoagglu-
tinins with mobility as great as that of beta globulin were found. In incomplete antibodies, the serolo-
gically active sector is broader, the titre is higher and mobility of the peak is always the same as for
complete antibodies. The separation of isoagglutinins freed in physiological saline and serum is the
same. No increase in the level of gamma globulin was found in a rabbit in which, after reimmunisation,
the titre of complete isoagglutining was 1 : 1,000,000 and of incomplete isoagglutinins 1 : 126,000,000.
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Ceskoslovenskd
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Vyznam ¢ lysinu pro choroboplodnost stafylokokit

! JIRf JOHANOVSKY
Mikrobiologické odd&leni, Biologicky ustav, Ceskoslovenskéa akademie véd, Praha
Reditel ustavu akademik Ivan Malek

Doslo 7. 12. 1956

Stafylokokovy ¢ lysin byl popsan a uréen pied nékolika lety (Williams, Harper
1947, Elek, Levy 1950, Marks, Vaugham 1950). Je zfejmé totozny (Marks 1951)
s diive popsanym «, toxinem (Morgan, Graydon 1936). V tomto sdéleni chceme
odpovédét na otazku, jaky vyznam ma ¢ lysin pro choroboplodnost stafylokoki.
Dosavadni literarni idaje jsou kusé a nejednotné a tato otdazka nebyla dosud pied-
métem zvlastniho zkoumani.

Materidl a metody

Pro pokusnou infekei byly vybréany kmeny vhodnych vlastnosti, t. j. shodujici se v tvorb& & toxinu
a ostatnich vlastnostech, aviak lisici se vyrazng v tvorb& ¢ lysinu. Infikovali jsme 4hodinovou kulturou
smytou s krevniho agaru a standardisovanou fotometricky. Toxické vlastnosti pouzitych kmeni jsme
urdovali v toxinu piipraveném kultivaci na celofanu. Titr « toxinu byl zjistovan podle hemolysy kré-
litich krvinek, titr é lysinu podle hemolysy moréecich krvinek v pfitomnosti jedné jednotky stafylo-
kokového antitoxinu (Johanovsky 1957b). Jako stafylokokového antitoxinu jsme poufili konského
sera (Biogena) s obsahem 200 j/ml. Koagulésu, shlukovaci faktor, fibrinolysin a hyaluroniddsu jsme
zjistovali bé2znymi metodami.

Mysky jsme infikovali intraperitonealné, moréata a kraliky intradermalng. Antitoxin a derstvé kra-
li¢i serum nebo fysiologicky roztok jsme smisili s infekéni ddvkou vZdy bezprosttednd pired vst¥iknutim.
Stanoveni smrtelné davky pro myiky a hodnoceni z4n&tlivych a nekrotickych reakei u kralika a moréat
bylo provadéno jako v diivéjsich pracich (Johanovsky 1956, 1957c).

Vyslediey

V infekénich pokusech k pritkazu vyznamu ¢ lysinu jsme vysli ze dvou skuted-
nosti: d lysin neni specificky neutralisovan stafylokokovym antitoxinem a je 84stednd
nespecificky neutralisovin normalnimi &erstvymi sery (Marks, Vaugham 1950,
Marks 1951). Proto jsme mohli vyhodnotit jeho vyznam podle rozdilného vysledku
infekce, vyvolané kmeny s riznou tvorbou 4 lysinu pii ménéni téchto dvou podminek
pokusu. - '

V prvych pokusech jsme pouzili sedmi stafylokokovych kment, u kterych jsme
urtili velikost smrtelné davky pro mysky pii prosté infekei, pti infekei se soudasnym
vstiiknutim 20 jednotek antitoxinu a pfi infekci se soudanym vstiiknutim anti-
toxinu a 1 ml normalniho krali¢iho sera. Vysledek ukazuje v prehledu tabulka 1.

Pii infekei stafylokokovymi kmeny, tvoficimi pfevazné jen « toxin, vede soudasné
podani antitoxinu ke zvyseni odolnosti: k smrtelnému vysledku infekce je potteba
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nékolikandsobné vétsich davek mikrobd. Naproti tomu u kmenu tvoficich vedle
o toxinu i vét§i mnoZstvi é lysinu nevede aplikace velkych davek antitoxinu k u¢inné
ochrané a k vyvolani smrtelné infekce sta¢i jen nepatrné zvySena davka mikrobi.
Jestlize soucasné s antitoxinem vstiikneme mys8kam téZ normalni kraliéi serum,
dojde u nich pii infekei kmeny tvoricimi pouze « toxin k prudkému sniZeni odolnosti.

Tab. 1. Zmény choroboplodnosti stafylokokti u mysek pfi pouziti antitoxinu a normalniho sera u km.ent
s rliznou tvorbou d lysinu.-

Velikost smrtelné davky v mil. mlkrobu 7

Oznageni Tvorba Tvorba Celkem . Infekee
kmene X toxinu d lysinu my&ek Prosts Infekce

infekee + antitoxin | ST antitoxin

-+ norm. serum

84 5120 5 85 150 600 150 —200
621 1280 0 43 60—120 > 400%) 150
SB 2560 10 54 160 600 100 —150
w 2560 80 64 500 800 > 1500%*)
648 10240 80 49 300--400 400 — 500 800
SA 5120 160 45 200 200 > 500%*)
332 1280 80 72 150 200 400

*) — vsechna zvifata prezivaji danou davku infekce, pokus s vyssi ddvkou nebyl proveden

Tab. 2. Vysledky stafylokokové infekce mySek pfi pouZiti kment o razné tvorbé § lysinu.
V tabulce uvedeno procento uhynuvsich mysek.

} Podet Prosta infek Infekce ‘ Inf:_l—;ce_
Titr § lysinu ocet Celkem mysek rosta niekee + antitoxin + antitoxin
kmenu % ° + norm. serum

%o o

/o

0—10 3 105 67 l 32 l 82

40160 b ! 161 78 ' 77 ) 37 |
|

Tab. 3. Zan&tlivé a nekrotické reakce u kralika na vstiiknuti 20 miliona stafylokokt spolu s riznym

mno#stvim antitoxinu a nespecifické neutralisaci J lysinu. Vysvétlivky: N = nekrosa, R = erythem,

r = slaby a kratkodoby erythrem, I = infiltrat; ¢iselny udaj znamené pramér reakce v mm. Odetitdno
za 24 a 48 hod., uvedené hodnoty znamenaji pramérny vysledek ze étyd pokusi

Mno#stvi Kmen 84 («) Kmen W (x + §)
antitoxinu + fysiol. roztok | -+ krali¢i serum + fysiol. roztok ‘ + krali¢i serum
0 RIISN 3 RI16N 3 RI 20 N 8 RIION 2

0,4 ] RI 10 RI 8 RIION 3 r 8
4; L | + RI 10 —
40 — | — r 10 -

!

Pii infekei kmeny tvoficimi « toxin a 6 lysin k podobnému poklesu odolnosti ne-
dochdzi, naopak velikost smrtelné davky se nejméné dvojnasobné zvysuje.

Tyto rozdily odolnosti po vstiiknuti normalniho sera jsou ¢asto velmi vyrazné.
V jednom z pokusi jsme na piiklad dospéli k témto vysledkim: kmen SA (« + 9)
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pti infekei ddvkou 400 milioni stafylokoki a vsttiknuti antitoxinu: 7 mysek uhynulo,
zadna neptezila; pti vstifknuti antitoxinu a normélniho sera: 1 myska uhynula,
6 prezilo. Kmen 621 (pouze « toxin) pti ddvee 300 miliont stafylokokd a vst¥iknuti
antitoxinu: Z4dné uhynuti, 7 mySek pteziva; pfi vstiiknuti antitoxinu a normalniho
sera: 6 mysek uhynulo, 1 pfeziva.

Tyto pokusy jsme opakovali s 8 dal§imi kmeny, s tou zmé&nou, %e jsme pouzivali
davky pouze 0,5 ml krali¢tiho sera. Mysky jsme infikovali ddvkami individudlng vy-
. titrovanymi pro kazdy jednotlivy kmen (toutéZ ddvkou vSechny pokusné skupiny
u jednotlivych kment) a vysledek vyjadiujeme v procentu uhynulych mysek.
Vysledky zcela petvrdily pfedchozi zavéry (tabulka 2).

Tab. 4. Vysledky intradermalni infekce stafylokokovymi kmeny s rtiznou tvorbou ¢ lysinu u mordat
imunisovanych § lysinem a kontrolnich. Vyklad symboli jako v tab. 3.

Infekce v dédvce 200 miliont mikrobti kmeny
84 (x) | 621 () | 648(x+8) | W (x+9)
Imunisovang
morcéata
312 RIION3 RI1ISN 7 RII2N 6 r 8
232 RI12N 5 RI20N 10 RII12N 4 rls
451 RI 8N 4 RI16N 8 RI 6N2x3 r 10
Kontrolni
mordéata
441 RIION 4 RII5N 8 RI 25 N 15 RI15N 5
439 RII2N 5 RI20N 6 RI20N 11 RI 20
442 RII2N 3 RI20N 6 RI25N 10 x 8 RI 15
12 RIIONS RIISN 8 - RII6N 8 RI1ON 2
30 RIION 4 RI 20N 10 RI 20 N 10 RI15N 3
35 RI 8N 2 RI15S5N 5 RI25 N 7 RI 20
Prameér
imunisovanych RI1ON 4 RI1TNS8 RI1ON 4 rll
Priamér '
kontrolnich RI1ON 3,5 RIISN 7 RI22N 10 RI16N 1,5

V dal8ich pokusech jsme si nalezené vztahy ovéfovali na intraderméalni infekeci
u mordat a kraliki. Vysledek jednoho z typickych pokust ukazuje tabulka 3. Kra-
likéim albintim byla vstifknuta intraderméing smés 0,1 ml stafylokokové suspense,
0,2 ml bud fysiologického roztoku nebo normalntho krali¢tho sera a 0,2 ml rtzného
fedéni stafylokokového antitoxinu. Kmen tvorici « toxin i é lysin je ve svém tdinku
neutralisovin jen ¢istednd, podobnd plisobi i normalni kraliéi serum, p¥i spolutidasti
obou latek nevznika ani nekrosa ani zénét. U kmene tvoficiho pouze « toxin je nor-
mélni serum bez vlivu a antitoxin sdm sta®i k zabrdnéni vzniku nekrosy i zdn&tu.
Pfi pokusech na mordatech jsme obdrzeli vysledky zcela stejné a rozdily jesté vy-
raznéjsi, bylo v8ak moZno hodnotit pouze zmény rozsahu a vymizeni nekrosy,
ponévadZ samo krali¢i serum vyvolavalo pti intradermalnim vst¥iknuti zanétlivou
reakei. Krali¢i serum samo bez antitoxinu staéilo u mordat pti infikovani kmenem,
tvoficim vét&i mnoZstvi & lysinu, zabrénit vzniku nekrosy velikosti vice nez 5 mm
v priméru.

Radu moréat jsme imunisovali intraperitoneslng opakovanymi injekcemi malych
davek ¢ lysinu. Cést zvifat zhynula postupnd s obrazem & intoxikace, u moréat,

153

Approved For Release 2008/04/10 : CIA-RDP80T00246A002900500009-6



Approved For Release 2008/04/10 : CIA-RDP80T00246A002900500009-6

ktera prezila, byly provedeny testy odolnosti vst¥iknutim 6 lysinu a infekei nékolika
stafylokokovymi kmeny intradermalné. Vysledek jednoho z pokusit ukazuje ta-
bulka 4. Infekce kmeny tvoiicimi pouze « toxin probiha stejné u moréat normalnich
a mordéat imunisovanych ¢ lysinem. Kmeny, které tvoii vedle « toxinu i ¢ lysin,
vyvolavaji rozsahlejsi zanétlivé a nekrotické reakce u morcéat neimunisovanych.
To znamena, Ze snizend intensita reakei u moréat imunisovanych je zptisobena tim.
7e se neuplatni patologicky idinek o lysinu.

Diskuse

Stafylokokovy ¢ lysin se vyskytuje jak u kmend patogennich, tak u kment netvo-
ficich koagulasu (Marks 1952, Elek a Levy 1950 — jako t. zv. ¢ lysin). Pfi tom viak
existuje vztah mezi pivodem kmene z patologického procesu a silnou tvorbou 4 ly-
sinu (Marks 1950, Johanovsky 1957a). Dermonekrotické a letalni vlastnosti ma ¢ lysin
jen v malém stupni (Marks, Vaugham 1950, Morgan a Graydon 1936 — jako t. zv.
oy toxin).

Vyznam & lysinu pro experimentédlni infekci nebyl dosud zhodnocen. V prici
s Jinym zaméfenim uvadi Howards (1954) jako diléi poznatek, Ze kmeny tvotici
« toxin a 6 lysin jsou vice patogenni nez kmeny tvofici pouze « toxin. Tento vysledek
viak nedokazuje vyznam ¢ lysinu, nebot jeho « 4 & kmeny tvoiily podstatné
vice « toxinu nez kmeny pouze « toxické, a tim je moZno vysvétlit jejich vétsi
choroboplodnost v daném infekénim modelu (Selbie, Simon 1952). Naopak Lack
a Wailing (1954) nenalezli rozdil mezi infekei kmeny tvoticimi jen « toxin a kmeny
tvoricimi « toxin i 6 lysin. Témto viem pracim je na zavadu, Ze tvorbu téchto latek
a jeji intensitu posuzuji pouze podle hemolysy na krevnich agarech razného slozent.
tedy nepfesné a nespolehlivé (Johanovsky 1957a).

Ve svych pokusech jsme nalezli pii rozboru infekénich schopnosti vétsiho poctu
kment a za ruznych podminek, Ze kmeny tvofici vedle a toxinu i ¢ lysin jsou skuteéné
vice patogenni ne% kmeny tvofici pouze o toxin. P¥i tom ostatni choroboplodné
znaky se vyskytovaly stejné u obou skupin kmen.

Bylo zji§téno, Ze soudané vstifknuti antitoxinu, které bezpecéné chrani pii infekci
mysek vyvolané kmeny tvoficimi pouze « toxin, je u kment s 0 lysinem velmi mélo
uéinné. Soudasné vstiiknuti velké davky cizorodého sera vede vlivem tGtlumu RES
k prudkému snizent odolnosti k infekei (Philipson 1937 a j.); to se projevilo i v nasich
pokusech p¥i infekei mySek kmeny tvoficimi pouze « toxin. Naopak u kment tvoii-
cich téz & lysin vede jeho nespecifickd neutralisace vstiiknutym krali¢im serem pies
depresivni u¢inek sera na antimikrobni obranu ke zvysené ochrané. Je tieba pozna-
menat, %e neutralisaéni u¢inek krali¢iho sera vidi 6 lysinu je nékolikanasobné vyssi
nez ulinek sera mysiho. Ukazuje se tak, Ze za piftomnosti antitoxické imunity se
stava o lysin slozkou, ktera rozhoduje o vysledku stafylokokové infekce u mysek.

V podstaté zcela stejné vysledky jsme ziskali pfi intradermélni infekei kraliki
a mordat. Podobné zmény u kralikd se projevuji pfi vst¥ikovani a specifické i nespe-
cifické neutralisaci stafylokokového toxinu, obsahujiciho ¢ lysin (Morgan a Graydon
1936). Tyto rozdily jsou nipadnéjsi u mordat nez u kralika, analogicky k rozdilim
v citlivosti na ¢ lysin a k rozdilam v nespecifické neutralisaci 6 lysinu normalnimi
sery téchto zviFat. Rozdilnou druhovou vnimavosti k 6 lysinu lze snad i vysvétlit,
pro¢ antitoxickd imunita je zpravidla Géinnd v pokusech na kralicich (Ramon.
Richou a Djourichitch 1936, Smith 1937 a j.) a pro¢ pasivni antitoxickd imunisace
selhava pti experimentdlni infekci mySek (Steinfeld, Brylawski. Nash 1943, Brow-
ning, Calver 1947). Zavaznou otdzku. jaky je vyznam o lysinu pro infekce lidské.
nelze dosud zodpovédét.
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Souhirn

1. Byl sledovan vyznam ¢ lysinu pro experimentalni stafylokokovou infekeci
u bilych mysek, kralikts a mordéat. Pritbéh a vysledek infekce byl zjistovan u 15 sta-
fylokokovych kmenii s riznou tvorbou 4 lysinu, a to pii prosté infekei, pti infekei
a soudasném podani stafylokokového antitoxinu a pi¥i infekei, podani antitoxinu
a nespecifické neutralisaci 4 lysinu normélnim kréli¢im serem.

2. Stafylokokovy antitoxin je plné Géinny vaéi mistni i celkové stafylokokové
infekei jen u kment, vytvarejicich pouze « toxin. Infekce vyvoland kmeny, které
vytvafeji « toxin a ¢ lysin, je antitoxinem ovliviiovdna jen mdalo. Pfi pouZiti anti-
toxinu a infekei vyvolané kmeny tvoticimi téZ 6 lysin je nespecifickd neutralisace
4 lysinu meznou podminkou, rozhodujici o vysledku infekce.
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3Ha‘{e}[ﬂe AeJbTa JIM3UHA IJIA MMaTOreHHOCTU CTaq)]/IJIOHOHKOB
10. Hozanoscruii
PeszwowMme

MceaeoBanoch BANAHNE JelbTa JU3MHA HA BRCIEPUMEHTANBHYI CTAPUIOKOKKOBYIO MHPEKRIUIO
vy 0Oenpix MHINeH, KPOJMKOB U MOPCKMX CBUHOK. Omnpejediuch TedyeHHe U HMCXOJ HMHOEKIHU
15-p10 MITAMMAMK CTAPUIIOKOKKA C PA3JINYHON CHOCOGHOCTHIO0 K 00Pa30BAHMIO AeJIbTa JINBMHA, — KAk
npu TpocToil MHPeKRNUM, TAK M ITpM MHPEKIMM W OJHOBPEMEHHOM BBeJeHUN CTAPUIOKOKKOBOI'O
aHTNTOKCHMHA M, HAKOHEI[, NpN WAQEKIWM, BBeJleHNI aHTUTOKCHHA M OJHOBpeMeHHoil Hecmenudu-
YeCKON HelTpaliu3anuK AeibTa JU3MHA HOPMAJNbLHOW Kpoiuybell chiBopoTkoli. CraduiIoKOKKOBBI
AHTUTORCUH BNOJHe d3QPEeKTUBEH IIPOTUB MECTHOI MM 001ell cTaduIIOKOKKOBOM MHOEKLUH TOJABKO
0 OTHONIEHMIO K INTAMMaM, BBIJEJNAIONMM TOdbKO adba TokcumH. Ha mudexumio, Bh3bIBAEMY10
IITAMMaMM, KOTOpble 00pasyloT M adb(a TOKCHH M XedbTa JUBMH, AHTUTOKCHH JelCTByeT JHIUbL
He3HauuTedbHO. IlpH KCMONBL30BAHMM AHTUTOKCHHA NpPU UHQEKIMM, BLIBHIBAEMON LITAMMAaMMU,
KoTopele 00pasyloT M fAelspTa JU3MH, HecmenuuyecKkas HeliTpalu3alnsA JeJbTa JU3UHA ABJIAETCA
pellaloliiM yCJAOBUEM, ONpPeReNAIUM HCX0X MHPeIKIH.

The Significance of Delta Lysin for Pathogenicity of Staphylococei
J. Johanovsky
Summary

A study was made of the significance of delta lysin for experimental staphylococcal infection in white
mice, rabbits and guinea pigs. The course and result of infection were determined in simple infection,
infection with simultaneous administration of staphylococcal antitoxin and infection with the administra-
tion of antitoxin and non-specific neutralisation of delta lysin by normal rabbit serum in 18 strains of
staphylococei, which differ in the formation of delta lysin. Staphylococcal antitoxin is completely effective
against local and general staphylococeal infection only in the case of strains producing alpha toxin alone.
Infection due to strains forming alpha toxin and delta lysin is only slightly influenced by antitoxin.
When using antitoxin in infection produced by strains which also form delta lysin, non-specific neutralis-
ation of the delta lysin determines the outcome of the infection.
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Indukce faga u bakterii Shigella flexner: 11 kyanidem

LUDMILA SOSKOVA
Ustav pro obecnou biologii, 16ékafské fakulta university v Brné

Doslo 28. 7. 1956

V jiné své prici (Soskovd 1957) jsme rozbijeli kyanidem b&hem latentni
periody bakterie Shigella flexneri II infikované figem. P¥i rozbijeni neinfikovanych
bakterii kyanidem jsme zjistili, Ze dochézi k uvoliiovani neznamého lytického agens,
které lysuje rodiéovsky kmen bakterii. Vyvstala otdzka, zda v norméalnich neinfi-
kovanych bakteriich Shigella flexneri I1 se objevuje fig, ktery lysuje rodi¢ovsky
kmen. Obvykle se uvadi, Ze lysogenni bakterie jsou resistentni k figovi, kterého
uvoliiuji (Bordet 1925, Lwoff 1953, Bertani 1953 a i)

Materidl a metody

Poutili jsme bakterii Shigella flexner: 11, kmen ¢. 12 jako v minulé praci (Soskové 1957). Kulturu
jsme ziskali opakovanou isolaci z jedné kolonie, abychom si zajistili, Ze pracujeme s monokulturou.
Pro srovnéni jsme opét poutili jako v minulé préci shigellového faga D, ktery lysuje b&%né dany kmen
Shigella. Fagové preparaty jsme ziskdvali o pramérném titru 1x 10° v ml.

Lysogenii u bakterii Shigella flexner: I jsme zjistovali Fiskovou metodou (1942) na deseti riznych
kmenech Shigella. Zjistili jsme lytickou aktivitu proti kmenu Shigella flexneri 1 a isolovali jsme féga,
ktery vytvafel plaky o velikosti asi 1—1,5 mm v priméru, pomérné ostrych okraju, s témé&f uplnou
lysou v oblasti plakii (obr. 1). Kmen Shigella flexneri 1 jo tedy citlivym kmenem pro féga uvoliio-
vaného lysogennimi burikami kmene Shigella flexners 11, &. 12.

Pripravu antifigovych ser i neutralisaci pfisluinych faga témito sery jsme provadeli podle Adamse
(1950). Ziskali jsme antifigova sera proti shigellovému fégovi D a proti fagovi indukovanému kyanidem
(déle kyanidovy fag), u nichz K-hodnota se pohybovala kolem 46. Zkiifenou neutralisaci jsme déle
zjistili, %o serum ziskané proti ,,kyanidovému fégovi* neneutralisuje shigellového fdga D a naopak.

Vyloudeni tak zvaného nosidstvi (pseudolysogenie) u pouzitého kmene Shigella flexner: 11. Podle
Lwoffa (1953) existuji vedle lysogennich kmenu pravych, ve kterjch kadé bakterie je lysogenni a mé
nepfetrzitou dédiénou schopnost produkovat faga, jedtd t. zv. nosidské kmeny (pseudolysogenni), co%
jsou prosté smési bakterii a bakteriofigi (figem kontaminované kultury), které jsou ve vice méné
stabilni rovnovéze. Standardni technikou pro rozliSeni mezi nosiéskym a lysogennim kmenem je pésto-
véni bakterif v pfitomnosti pfislusného specifického antifégového sera, které neutralisuje féga, aniz by
rusilo schopnost jeho produkce. U nosiéského kmene lze tedy figa odstranit prislusnym specifickym
antiféggovym serem, kdeZto pravy lysogenni kmen zistévé lysogennim i po pisobeni specifického
antifdgového sera. Ponévadz v nasich pokusech bylo nutno vyloudit mo#nost, ze pouzity kmen Shigella
flexneri I1 je nosi¢em ,,kyanidového faga‘, péstovali jsme bakterie v pfitomnosti tohoto specifického
antifégového sera: kulturu bakterii starou 24 hod. jsme proprali fysiologickym roztokem a naotkovali
do koncentrace 1.10° v ml do bujonu a pidali k ni 2 ml specifického sera, ziskaného proti ,,.kyanido-
vému fégovi®, zfeddného 1 :100 (K-hodnota 46). Po tiihodinové inkubaci pti 37 °C jsme bakterie
zbavili sera proprénim ve fysiologickém roztoku a naotkovali na agarové pudy. Tento postup jsme
opakovali celkem 10krat.

Na takto zpracované bakterie jsme pusobili kyanidem: kulturu bakterii Shigella flexner: I1 starou
48 hod. jsme promyli ve fysiologickém roztoku a naodkovali do koncentrace 10° v ml do 5 ml bujonu
obsahujieiho 0,02 u-KCN. Stejné &isti téZe kultury jsme poutili jako kontroly bez kyanidu. Oba
vzorky jsme inkubovali 1 hod. pii 37 °C, potom uchovévali 18 hod. v chladnici pfi + 4°C. Druhy
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den jsme vzorky centrifugovali a tekutinu nad sedimentem jsme piidavali v mnozstvi 1 ml k 5 ml
kultury bakterii tého# kiene staré 1 hod. Po pétihodinové inkubaci pti 37 °C jsme vzorek i kontrolu
pefiltrovali pies kolodiové blany a pramérné velikosti péra 750 my. a 1 ml filtrdtu jsme znovu prida-
vali ke kultufe tého% kmene staré 1 hod. Celkem byl v kazdém pokusu filtrat kyanidovy i kontrolni
pasdZovan 10krat pres mladé bakterie téhoz kmene. Pred kazdou dalsi pasiZi jsme stanovili ve viech
vzoreich titr pipadného faga (poéiténim plaki na agarovych pudach). Bakterie, na které jsme jednou
puisobili kyanidem, kyanidovym lysétem nebo filtraty, jsme vidy z pokust vyfazovali.

Vysledky

Ve 12 opakovanych pokusech se objevily po nakapani filtratd, ziskanych puso-
benim kyanidu draselného na bakterie Shigella flexneri 11, na agarovych pidach
pielitych mladou kulturou tého# kmene isolované malé plaky. V sedmi pokusech
se objevily plaky v prvni pasaZi, v péti pokusech v druhé. V kontrolach bez kyanidu
se nikdy plaky neobjevily (tab. 1). Ve vSech pfipadech titr nami zjisténého lytického

Tab. 1. Indukce figa u bakterii Shigella flexner: IT kyanidem

Pocet positivnich vysledka

Pusobeni —
1. pasaz ‘ 2. pasaz 3.—10. pasaz | celkem
|
KCN | 7 l b — 12 ]
Kontrola l 0 i 0 0 1 0
| !

dinitele v kyanidovych lysatech (dale oznadovan ,kyanidovy fag*) dalsim pasazo-
vanim vidy stoupal. V prvni positivni pasazi byl pramérny titr 2. 103 v ml, v druhé
3.10% v ml, ve tieti 5. 10° v ml a na této hlading se udrzoval béhem dalsiho
pasazovani beze zmény. V nékolika piipadech, kdy jsme pii pasiZovani pfendseli
pouze 0,02 ml misto obvyklého 1'ml filtratu, byly vysledky negativni. Z toho vy-
plyvé, ze podminkou k zachyceni , kyanidového figa“ je odebirani vétsiho mnozstvi
-filtratu k pasdazi.

. Kyanidovy fag* se li§i tvarem a velikosti plakt od shigellového faga D, se
kterym se b&iné v laboratofi pracovalo a na kterého je kmen Shigella flexneri 11
&. 12 citlivy. , Kyanidovy fig* tvofi drobné plaky o velikosti primérné mensi nez
0,5 mm (obr. 2) s mohutnym ndristem sekundarnich kolonii v oblasti plakia. V te-
kutém prostiedi pasobi jen velmi nezietelné projasnéni kultury. Shigellovy fig D
zpusobuje dokonalé projasnéni kultury v tekutém prostedi a na agarovych ptdach
vytvaii velké plaky 2 az 2,5 mm v praméru, se zfetelnym asi I, mm ,,hal6* na okraji
plakéi (obr. 3), s téméF tplnou lysou v oblasti plakii a s nepatrnym mnoZstvim
sekundérnich kolonii. ,,Kyanidovy fag* nelysoval mimo svi{ij vlastni rodifovsky
kmen #adny z dalsich zkousenych kment shigell, zatim co shigellovy fag D lysuje
jesté dalsi kmeny, jako kmen Shigella flexneri I, III, IV. Také serologicky bylo
zjisténo zkiiZenou neutralisaci, Ze ,kyanidovy fig™ je antigenné odlisny od shi-
gellového faga D.

Diskuse

Uvedené vysledky ukazuji, ze ptsobenim kyanidu dochizi u bakterii Shigells
flexners T1 k uvoliiovani lytického agens, jez lysuje béhem dalsiho pasiZovani kmen,
ze kterého vzniklo. V nagich pokusech jde o figa uvoliiovaného bakteriemi vlivem
kyanidu a ne o lytické agens jiné povahy, coz vyplyva z toho, Ze , kyanidovy fag*
prochazi bakteriologickymi filtry, pomnoZuje se na mladych bakteriich a zpiusobuje
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jejich lysu ve form¢ plakd, je pienosny v seriich a pasiZovanim na mladych bakte-
rifch jeho titr stoupé. Také na elektronovych snimcich , kyanidového faga® je vidét
typicka fagovd t&liska s bidikem (obr. 4). Tyto ddaje nis tedy vedou k zavéru, ze
v nagich pokusech dochdzi vlivem kyanidu k uvoltiovéni faga.

Proti nédmitce, %e by mohlo jit v nafem piipad® o smiSenou kulturu dvou velmi blizkych kmenu,
ve které jeden kmen uvoliluje faga proti fagu druhému, mo#no uvést, ze pokusné kultura byla ziskdna
opakovanou igolaci z jedné kolonie. Také t. zv. nosiéstvi ,,kyanidového faga‘* kmenem Shigella flexneri 11
bylo vylou¢eno pouzitim bakterii, pdstovanych pfedem s pFislugnym antifégovym serem. Obd néa-
mitky jsou koneén$ vylouteny kontrolnimi pokusy, v nichz se fag nikdy neobjevil a které jsme zpra-
covali timtéZ zpisobem jako pokusné vzorky.

Prokazali jsme, Ze nd§ kmen Shigella flexneri II &. 12 je lysogenni. Lysogenni
kmeny budto sponténné nebo pod vlivem riznych indukujicich agens uvoliiuji
bakteriofdgy, jejichz pfitomnost mizeme zjistit ptsludnym citlivym kmenem. Lyso-
genni bakterie jsou v8ak normélng resistentni k fagovi, kterého uvoliiuji (Bordet
1925, Lwoff 1953, Bertani 1953). Je proto nutno vysvétlit, pro¢ v naSich pokusech
fig uvoliovany z lysogennich bakterii napadé a lysuje rodi¢ovsky kmen. Muselo
zde tedy dojit vlivem kyanidu k urdité zméné charakteru bakteriemi uvoliovaného
faga.

gO kyanidu je zndmo (Kleinzeller 1955), ze blokuje cytochromoxydasu a kataldsu.
Bunééné dychéni pak probihd pfes flavoproteinovy systém a vzniks peroxyd vo-
diku. Peroxyd vodiku je také jednim z produkt& p¥i ozafovéni latek obsahujicich
vodu ionisujicim a ultrafialovym zatenim (Alper 1954, Latarjet a Caldas 1951)
a miZe vyvolat stejnd jako nékteré jiné litky (formaldehyd, phenol, acriflavin,
pyronin atd.), u bakterii mutace (Demerc, Wallace a Witkin 1947, Latarjet 1949).
Peroxydy mohou déle podle Lwoffa a Jacobse (1952) indukovat u urditych lyso-
gennich kmeni bakterii lyticky cyklus s uvoltiovanim figt. Obecns jsou tyto indu-
kujici agens zaroveti mutagenni (Hall-Asheshov E. a Ashesov I. N. 1956).

Domnivame se proto, Ze v naSem pfipadé doslo vlivem kyanidu k indukci faga
u lysogennich bakterii a ke vzniku figovych mutant, z nich¥ nékteré napadaji
rodi¢ovsky kmen. Spravnosti nadi domnénky nasvédduje, Ze i jinym zptisobem se
podafilo ziskat mutované figy, schopné napadat rodidovsky kmen. Tak na Pr.
Hewittovi (1954) se to podafilo p&stovanim lysogennich bakterii v tekutém prostiedi
prostém vapniku a na riznych tuhych padach. Také Hradeéns (1956) ziskala ozvu-
¢enim kmene Escherichia coli B filtrat, ktery pisobil lysu roditovského kmene.
S analogickym zjevem se setkal Heréik (1957) p¥i ozafovani tého# kmene Roent-
genovymi paprsky.

V nadich pokusech se ,.kyanidovy fag objevil n&kdy v prvé pasizi, jindy az
v druhé. Dalsim pasaZovanim jeho titr stoupal. To si vysvétlujeme nékolikerym:
zpiisobem. Budto jsou fagové Eastice ptitomny jiz v kyanidovych lysitech v dosta-
tedném mnoZstvi, ale jsou n&jakym zpisobem inaktivovany, nebo mutovany fag
je pfitomen jiz v kyanidovych lysitech, ale v nepatrném mno#stvi a teprve po
pomnoZeni na mladych roditovskych buiikich se jeho koncentrace zvysi. Konedné
se mizeme domnfvat, ze v kyanidovych lysitech neni fig obsaZen v definitivni
formé. Teprve stykem s bakteriemi v prvé pasazi dochdzi k dotvoieni lyticky aktiv-
niho fdga. Proti prvni domnénce svédéf, #e kyanid podle Doermanna (1947) v kon-
centraci 0,02 M neovliviiuje titr volnych figovych &astic, coz potvrzuji i vysledky
nadich vlastnich nepublikovanych pokusii. Pfikldnime se proto k druhému a tietimu
vysvétleni, pro které svédéi, Ze bylo-li prenaSeno p¥i pasdZovani 0,02 ml pivodniho
filtratu, fig se ani pfi daldim pasézovani neobjevil. Pro druhou domnénku svéds
dale ta skuteénost, Ze titr ,kyanidového figa™ byl vidy v prvni positivni pasaZi
nizky a teprve dal§im pasiZovanim stoupal. Pro tfeti domnénku by nasvéddovalo
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objeveni se faga v péti pfipadech aZ v druhé pasézi. Na zaklad$ toho se tedy domni-
vame, %e vlivem kyanidu dochdzi u lysogennich bakterii Shigella flexneri IT, kmen
&. 12, k uvoliiovani mutant-figi, at jiz hotovych nebo nehotovych, které napadaji
rodidovsky kmen. Mutant je v kyanidovych lysitech z potitku nepatrné mnozstvi
a teprve po pomnozZeni téchto fagi na mladych rodi¢ovskych bakteriich se projevi
v titrovatelném mmoZstvi.

Souhrn

Pisobenim kyanidu draselného v 0,02 m koncentraci na lysogenni bakterie
Shigella flexneri 11, kmen &. 12, dochazi k uvoliiovani figa, ktery lysuje pfi dal§im
pasazovani kmen roditovsky. Tento kyanidem indukovany fag se lisi od shigello-
vého faga D, ktery b&zn& lysuje dany kmen shigell, morfologii plakd, serologicky
i okruhem citlivych kment. Kyanidem indukovany fig se objevuje v prvé nebo
druhé pasi¥i v pomé&rnd nizkém titru a teprve daldim pasiZovanim na mladych
bakteriich (rodi¢ovskych) jeho titr stoups. Domnivime se, Ze vlivem kyanidu se
vytvai pravdépodobnd v lysogenni kultuie peroxyd vodiku, ktery pak piisobi
mutagennd na fagy bakteriemi uvoliiované v tom smyslu, Ze vznikaji fagové mu-
tanty, napadajici rodi¢ovsky kmen.
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Obr. 1. Tvar a velikost plakii bak- Obr. 2. Tvar a velikost plaki kyani-
teriofaga  uvolhovaného spontédnné dem indukovaného faga.
lysogennim kmenem Shigella flexneri

IT, kmen ¢&. 12,

Obr. 3. Plaky shigellového faga D.
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Obr. 4. Bakteriofdg indukovany kyanidem. Zvétseni 26 000krat. Foto Hradedns,
Biofysikalnt ustav CSAV v Brng.
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Wnnyxuus dara y 6axrepuit Shigella flexneri IT muanncraM kaauem
J. Cowrosa
Peawome

B pesynbrare Bosme#fCTBMA IMAHMCTOrO KAJIMA B KOHIEHTpauuu 0,02 M HA JIM30reHHBIE OaK-
Tepun Shigella flexneri Il naGmomaercst ofpasosanue dara, B TeueHme AATbHEHIIMX TACCAH<eN
BHI3HIBAKOIErO JIM3UC IUTAMMA, U3 KOTOPOr0 OH BO3HMK. DTOT BO3HMKAIOIUI IO BIAMAHUEM LMAHHU-
croro KajuA dar oramyaerca ot gara D, oOLMHO BEIZBIBAIOLIEro JIM3UC maunoro mramma Shigella,
KaK 10 MOPPONOruM CTePUIBHHX HATeH («plaques), Tak M ¢ TOYKM 3peHMS CEPOIOTMH H Kpyra
cBoux xosAes. OH mpejcTaBiserca GaroM yMepeHHOro THNA, TOAA Kak dar D y Shigella oran-
YaeTCA 3BHAYMTEIBHOM! BUPYIIEHTHOCTHI0. BHIO npon3seneno B o6mem 12 onniToB, Beeraa ¢ 10 macca-
FKAMU (DU TAKOM e KOJMuecTBe KOHTPOAbHHX). IlofyuaeMut mos [efCTBHEM UAHNCTOTO KAJNHA
¢ar B 7 cIyuanx moABMICA yiKe B IIePBOM I1ACCaMe, & B 5 CIYUaAX — TOMBKO BO BTOPOM IacCazKe.
Buadane gar Bcrpevaercss BCerna B HHBKOM THTpE, M TOJLKO B Pe3yJIbTATe MACCAMKeN HA MOJOIEIX
KyJLTYpaxX PONUTENbCKNX GaKTepuii ero THTP BO3PACTAeT O MBBECTHOTO YPOBHH, HA KOTOPOM
OH [epAUTCA TorToM Ges M3MeHeHUI B Tedenwe RajbpHelmmux naccawei. Ilo mpemmomomeHusam
aBTOpA, B JM30TEHHOMN KYJbType O], BIMAHNEM IMAHKCTOTO KAIHA 06PasyeTcs Neperuch BOAOPOAa,
OHABRIBAWINAAl MyTareHHoe JReiicTBie HA OCBOGOMNaOmMuUtCA M3 Gaxrepuit far, ¥ Tak BOBHMKAIOT
MYTaHTH ¢ara, Hamagaiomue HA COGCTBEHHHN PORMTENLCKUM MITAMM.

Induction of Phage in Bacteria of Shigella flexneri I by Cyanide
L. Soskovd
Summary

The action of potassium cyanide in a concentration of 0,2 M on lysogenic bacteria of Shigella
flexneri 11, results in the release of phage, which, in the course of further passaging, atttacks and pro-
duces lysis in the parent strain from which it is released. This cyanide-induced phage differs from the
Shigella D phage, which normally produces lysis in this strain of Shigella, by the morphology of the
plaques, serologically, and also in its host range. It appears to be a temperate phage, whereas the Shi-
gella D phage is virulent. Altogether 12 experiments were carried out, each with 10 passages (same
number .of controls). In seven experiments the cyanide-induced phage appeared in the first passage, in
five in the second passage. At the outset it was always found in a low titre and only after a passaging on
young bacteria (parent bacteria) did the titre rise to a certain given level, at which it was then maintained
during further passaging without changing. In the author’s opinion, hydrogen peroxide is probably
formed in the lysogenic culture as a result of the influence of the cyanide and this then has a mutagenic
effect on the phages released by the bacteria, resulting in the development of phage mutants which
attack the parent strain.
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Charakter fenoloxydasy aktinomycety Streptomyces antibioticus
a vliv povrchové aktivnich latek na stanoveni jeji aktivity

VLADIMIR BEVCIK
Mikrobiologické oddéleni, Biologicky tstav, Ceskoslovensks akademie véd, Praha
Reditel ustavu akademik Ivan Malek

Doslo 7. 12. 1956

Fenoloxydasy se podle svého u&inku na pyrokatechin, hydrochinon, p-fenylen-
diamin, p-kresol a tyrosin d&li na dva zakladni typy enzymi: tyrosindsu a lakkasu
(Lindeberg a Holm 1952). Jednotlivé typy téchto enzymii byly zatim nejlépe pro-
studovany u hub. Riizné houby rozkladajici lignin produkovaly fenoloxydéasu typu
lakkasy (Fahraeus 1949). Pozdéji zjistili Lindeberg a Holm (1952), Ze rtzné druhy
hymenomycet obsahovaly lakkasu i tyrosinasu. Fysiologicka funkce téchto enzymi
viak dosud zlstava neobjasnéna. Lakkdsa byla u téchto hub bud intracelularnim
nebo extraceluldirnim enzymem, kdezto tyrosinidsa byla nalezena jen jako intra-
celuldrni enzym.

Vyzkum fenoloxydas u aktinomycet dosud naraZel na obtize metodické. Metoda
pouzitéd pro isolaci fenoloxydas u hub (Lindeberg a Holm 1952) se u aktinomycet
neosvédéila (Kister 1953). Kiister (1955) sice neddvno pouZil pro manometrické stano-
veni aktivity fenoloxydas preparatd, pripravenych roztirinim mycelia aktinomycet
ve fosfatovém pufru o pH 6,8, aviak preparaty ziskané touto metodou nedavaji
uspokojivé vysledky.

Bliz&i charakter fenoloxydés u aktinomycet sledoval Kiister (1955). DoSel pfi tom
k zavéru, ze tvorba huminovych kyselin byla nejvétsi u kment aktinomycet, u nichz
byla nejvétsi aktivita fenoloxydas typu lakkasy.

Vzhledem k tomu, %e fenoloxydasa u aktinomycety Streptomyces antibioticus je
endogenni enzym, byli jsme postaveni pfed ukol bud ptipravit Géinné preparaty
isolaci tohoto enzymu, nebo upravit podminky pii méfeni tak, aby se specificky
substrat dostal dovniti bunék a dile aby byla potladena pomérné vysoks endogenni
respirace. Pii fefeni druhé mo#nosti se ukézalo vhodnym pouzit povrchové aktivnich
latek.

Materidl a metody

V préci bylo pouZito aktinomycety Streptomyces antibioticus, ktera je v nasi sbirce oznacena Gislem
BU 105/5. Aktinomyceta byla kultivovana v pudé typu laktosa — kukufiény extrakt {1 % glukosy,
1,5 % laktosy, 0,4 % (NH,),HPO,, 0,35 % kukufi¢ného extraktu, 0,5 % Na(Cl, 0,2 %, CaCO,] na ro-
tadnim t¥epacim stroji pii 28 °C. Pii sledovéni vlivu povrchove aktivnich latek bylo pouZito mycelia
po 7denni kultivaci. Tého# mycelia jsme pouzili pii stanoveni aktivity fenoloxydds na raznych sub-
stratech. Vliv cholétu sodného na endogenni respiraci a oxydaci pyrokatechinu jsme sledovali u riizné
starého mycelia aktinomycety vyrostlé na vySe uvedené pudé se snizenym obsahem kukufiéného
extraktu (0,05 %). Z kultivaéni tekutiny jsme oddslili myceliam centrifugaci, dvakrat proprali des-
tilovanou vodou a suspendovali ve ftaldtovych pufrech na pivodni objem.
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Aktivitu fenoloxydés jsme stanovili manometricky za pitomnosti choldtu sodného. Do Warburgo-
vych nédobek byly odméteny 2 ml vy%e uvedené suspense mycelia, 0,1 ml roztoku povrchové aktivnich
latek a 0,9 ml roztoku substrati v destilované vods, Jako substréta jsme poutili pyrokatechinu, hydro-
chinonu, p-fenylendiaminu, p-kresolu a tyrosinu, a to v kone¢nych koncentracich 5 mg/ml. ProtoZe
roztok p-fenylendiaminu je pon&kud alkalicky, bylo pH roztoku tohoto substritu upraveno chloro-
vodikovou kyselinou na 5,5 (Lindeberg a Holm 1952).

Jako povrchovd aktivni latky jsme vyzkouseli cholét sodny, syntergit a likorol VEL v mno#stvi 4,
2, 1, 0,5 a 0,25 mg na Warburgovu nadobku (celkovy objem tekutiny 3 ml) a tween 80 v koneéné kon.
centraci 0,5 % (15 mg ve Warburgové nédobce), ve které jo tween pfiddvén do #ivnych pad pro myko-
bakterie.

Pri sledovéni vliva pH na oxydaci hydrochinonu, pyrokatechinu a p-fenylendiaminu bylo mycelium
suspendovéno ve ftaldtovych pufrech o pH 3,25, 3,90, 4,50, 5,20, 5,55 a 5,75.

Aktivita fenoloxydés byla té% sledovéna v kultivaéni tekuting po oddéleni mycelia za pouZiti pyroka-
techinu jako substrétu, a to po 5denni kultivaci (octanovy pufr pH 5,0), 7denni kultivaci (ftalatovy
pufr pH 4,5) a 9denni kultivaci (ftaldtovy pufr pH 3,9).

Vysledky

Vliv povrchové aktivnich litek na stanoveni aktivity fenoloxydésy aktinomycety
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Obr. 1. Vliv raznych koncentraci choldtu sodného
na oxydaci hydrochinonu (H). Warburgova né-
dobka: 2 ml suspense mycelia (22 mg susiny)
ve ftaldtovém pufru pH 4,5, 0,1 ml roztoku
cholatu sodného; raminko 0,9 ml roztoku hyd-
rochinonu (5 mg); absorpéni kaligek 0,2 ml 109,
KOH. Spotieba kysliku mérena pfi 30 °C a 100
kmitech za minutu. Osa x: koncentrace choldtu
sodného v mg na Warburgovu néddobku, osa y:
spotfeba ul kysliku za 60 minut. T — oxydace
hydrochinonu v pfitomnosti 0,5 9, (kone¢né
koncentrace) tweenu 80.

Obr. 2. Prabdh oxydace substrdta u aktino-
mycety Streptomyces antibioticus. Warburgova
nadobka: 2 ml suspense myecelia ve ftaldtovém
pufru pH 4,5, 0,1 ml 4%, roztoku cholétu sodné-
ho; raminko 0,9 ml roztoku substrita (6 mg);
absorpéni kalisek: 0,2 ml 109, KOH. Spotieba
kysliku méfena pii 30 °C a 100 kmitech za mi-
nutu. Osa x: minuty, osa y: spotieba ul kysliku

po odetteni endogenni respirace. H — hydro-
chinon; P — pyrokatechin; F — p-fenylen-
diamin.

Vliv réiznych koncentraci cholitu sodného na oxydaci hydrochinonu je uveden
na obr. 1. Jak patrno, rychlost oxydace hydrochinonu zavisi na plitomnosti cholatu
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a% do jeho mnoistvi 2 mg na néddobku. ZvIasté u nizsich koncentraci cholatu je
rychlost oxydace pfimo imé&rné jeho koncentraci. Pti dalsim zvySovani koncentrace
cholétu se jiz rychlost oxydace hydrochinonu neméni.

Podobné vysledky byly ziskany u dalsich povrchové aktivnich latek, syntergitu
a likorolu VEL. Zvysena oxydace hydrochinonu byla pozorovina téZ v pritomnosti
tweenu 80. Ziskana hodnota (37,5 ul O, za hod.) viak byla mnohem mensi nez v pfi-
tomnosti 0,25 mg cholatu sodného ve Warburgové nadobce (45 ul O, za hod.).

Endogenni respirace byla v pkitomnosti viech pouzitych povrchové aktivnich
latek Gplng potladena, zatim co bez téchto litek ¢inila 5,5 ul O, za hodinu.

Tab. 1. Vliv choldtu sodného na prabdh oxydace hydrochinonu, pyrokatechinu a p-fenylendiaminu
Spotieba pl kysliku

Bez choldtu ‘ S cholatem
Substrat :

| 30 min. | 60 min. | 90 min. | 30 min. | 60 min. | 90 min.
Hydrochinon 8,5 21 l 42 ‘ 39 ) 119,56 ‘ 218
Pyrokatechin 7,5 14 21 27 62,5 91
p-fenylendiamin 1 4,5 ‘ 9 ‘ 3,5 1 13.5 } 24,5

Tab. 2. Vliv cholatu sodného na endogenni respiraci a na oxydaci pyrokatechinu
Spotfeba pl kysliku

k Bez choldtu S cholatem

Stak Susina Lk k
kultury d ; ka- pyroka- d { ka- pyroka-
mg/2 ml endogenni pyroka . endogenni pyroka R

1 (dny) (mef ) respirace techin techin bez respirace techin techin bez

| end. r. end. r.

|

| |

i 2 6.9 142 128 —14 26,5 31 4,5

; 3 8,7 177,5 l‘ 147 —30,5 16,5 38 21.5

| 4 9,8 76,5 61 —15,5 14,5 98,5 84

Loos 12,2 66 | 68 2 13 149 136

% 6 Ril 47 77 30 17 149 132

| 7 6,0 18 98 80 0 221,56 221,56

Vliv cholatu sodného na pribéh oxydace hydrochinonu, pyrokatechinu a p-feny-
lendiaminu je uveden v tabulce 1. Hydrochinon je pomérné rychle oxydovan, pii
¢ems roztok silné zloutne. Velikost oxydace hydrochinonu bez cholatu &inf asi jednu
desetinu spot¥eby kysliku v pfitomnosti cholatu. Podobné u pyrokatechinu mizeme
pozorovat velké rozdily mezi rychlosti oxydace v pritomnosti cholatu a bez cholatu.
pii demz roztok rychle hnédne. P¥i oxydaci bez cholétu miZeme pozorovat jen mirné
zhnédnuti. Intensita hnédého zbarveni odpovida té% spottebé kysliku. Z pouZitych
substratt byl nejméné oxydovan p-fenylendiamin. I u tohoto substratu viak mi-
teme pozorovat zietelné rozdily u rychlosti oxydace v pritomnosti choldtu a bez
cholatu (tab. 1). Pavodnd slabs nafialovély roztok p-fenylendiaminu se stdva s po-
stupujici oxydaci tmavofialovym. Intensita zbarveni odpovidd opét spotiebé kys-
liku.

Vliv cholatu na endogenni respiraci a o xydaci pyrokatechinu u réizné starého my-
celia aktinomycetu je uveden v tabulce 2. U mladych kultur (2—4dennich) jsou pii
méteni rychlosti oxydace pyrokatechinu bez choldtu hodnoty pro pyrokatechin
niZ$i nez hodnoty pro endogenni respiraci.
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U starich kultur jsou jiz hodnoty pro oxydaci pyrokatechinu p¥i méfeni bez cho-
latu pongkud vyssi nez hodnoty pro endogenni respiraci. Po odeéteni endogenni
respirace v3ak dostavime pomérné malé hodnoty.

Pfi méreni rychlosti oxydace s cholatem je ve vSech piipadech velmi silné po-
tlatena endogenni respirace. Hodnoty pro oxydaci pyrokatechinu jsou jiz mnohem
priznivéjsi. Timto zpisobem muZeme méfit oxydaci pyrokatechinu jiz i u velmi
mladych kultur.

Charakter fenoloxydéasy aktinomycety Streptomyces antibioticus

Z pouzitych substrati oxydovalo mycelium aktinomycety hydrochinon, pyro-
katechin a p-fenylendiamin, kde#to p-kresol a tyrosin oxydovany nebyly. Nejrych-
leji byl oxydovén hydrochinon, kdezto p-fenylendiamin byl oxydovan velmi pomalu
(obr. 2). U %idného substratu nebyla pozorovéna pii méfeni béhem 90 min. inhi-
bice enzymu. U hydrochinonu byla pozorovana rovnomérna oxydace p¥i viech po-
uZitych pH, zatim co u pyrokatechinu (obr. 3) nastdvala u niz$ich pH (3,25—4,50)
po 60 min. ¢astednd inaktivace enzymu.

150

120 +

80

40

Obr. 3. Vliv pH na prubéh oxydace pyrokate-
chinu. Warburgova nadobka: 2 ml suspense
mycelia ve ftalatovém pufru, 0,1 ml 4%, roztoku
choldtu sodného; raminko: 0,9 ml roztoku pyro-
katechinu (5 mg); absorpéni kaliSek: 0,2 ml 109,
KOH. Spotfeba kysliku méfena pti 30 °C a 100
kmitech za minutu. Osa x: minuty, osa y: spo-
tieba ul kysliku po odeéteni endogenni respirace.
Ftalatové pufry: 1 — pH 3,25; 2 — pH 3,90;
3 — pH 4,50; 4 — pH 5,20; 5 — pH 5,55;
6 — pH 5,75.

Obr. 4. Viiv pH na oxydaci hydrochinonu (H),
pyrokatechinu (P) a p-fenylendiaminu (F). War-

.burgova nadobka: 2 ml suspense mycelia ve

ftaldtovém pufru, 0,1 ml 49, roztoku choldtu

sodného; raminko: 0,9 ml roztoku substratit

(5 mg); absorpéni kalifek: 0,2 ml 109, KOH.

Spotteba kysliku méfena pii 30°C a 100 kmi-

tech za minutu. Osa x: pH ftaldtovych pufru,

osa y: spotieba ul kysliku po odeéteni endo-
genni respirace.

Vliv pH na oxydaci vyse uvedenych tii substratd je patrny na obr. 4. Hydrochinon
tvofi jednoduchou kfivku s maximalni oxydaci kolem pH 4,5. Pyrokatechin tvoit
kiivku s jednim maximem kolem pH 4,0 a s druhym mnohem men$im maximem
kolem pH 5,5. p-fenylendiamin ma dvé ptiblizné stejnd maxima; jedno maximum
pii pH 4,5 a druhé pii pH 5,5.
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Nikdy jsme nepozorovali oxydaci hydrochinonu, pyrokatechinu ani p-fenylendia-
minu u filtratu kultury aktinomycety, zatim co spotfeba kysliku b&hem 60 min.
u oddéleného myecelia ¢inila 71 ul (po 5denni kultivaci), 142 ul (po 7denni kultivaci)
a 37,5 ul (po 9denni kultivaci).

Diskuse

U aktinomycet sledoval bliz&i charakter fenoloxydas Kiister (1955), ktery zjistil
pomoci plotnovych testt (Kiister 1953), Ze aktinomycety obsahuji tyrosinasu
i lakkasu. Podle naSich zkuSenosti je v8ak stanoveni aktivity fenoloxydds plotno-
vymi testy velmi nepfesné.

Pri méfeni rychlosti oxydace pyrokatechinu bez ptitomnosti cholatu u mladych
kultur aktinomycety dostavame pro pyrokatechin hodnoty nizsi nez pro endogenni
respiraci. Podobné vysledky ziskal u aktinomycet téz Kiister (1955). P¥i tom viak
muZeme pozorovat mirné hnédnuti pyrokatechinu, coZ svédéi o jeho oxydaci.
Pyrokatechin brzdi v téchto ptipadech endogenni respiraci. Timto zpusobem nemi-
zeme mérit oxydaci pyrokatechinu, protoZze hodnoty pro endogenni respiraci jsou
piili§ veliké a nemuzeme také zjistit, do jaké miry ovliviiuje pyrokatechin endogenni
respiraci. Kiisterovi (1955) se podafilo potla¢it vysokou endogenni respiraci u pre-
parati z aktinomycet malachitovou zeleni. Pro aktivitu fenoloxydas u téchto pre-
parati v8ak dostaval pomérné nepatrné hodnoty (iéinné preparity odp0v1daj101
10 mg susiny spotfebovaly béhem jedné hodiny pouze 1—-4 ul O,); rovnéz piiprava
téchto preparati je téZzko reprodukovatelna.

V piitomnosti cholatu sodného, pfipadné i jinych povrchové aktivnich latek,
miZeme stanovit aktivitu fenoloxydasy i u velmi mladého mycelia aktinomycety.
Cholat sodny potladuje totiz velmi silné endogenni respiraci a jakozto latka velmi
silné povrchové aktivni umoziiuje pravdépodobné vnikani substratu do bunék
mycelia, kde je substrat oxydovan pomom endoenzymu. Z jinych vysledkd, které
uvedeme v dal$im sdéleni, usuzujeme, Ze zde nejde o aktivaci proenzymu. OxvdovaJn\
produkt se dostavé opét z bundk do prostiedi. Podobné vysledky byly pozorovany
téz u dalsich povrchové aktivnich latek.

JelikoZ byl v nadich pokusech z pouzitych substrati oxydovan myceliem aktino-
mycety Streptomyces antibioticus hydrochinon, pyrokatechin a p—fenylendiamin. jde
tedy o fenoloxyddsu typu lakkdsy. Pti submersni kultivaci na trepamm stroji je pro-
dukovana lakkasa jako endoenzym s optimalni tidinnosti pii pH 4,0—4.5. Dosud vsak
neni rozhodnuto, zda dvouvrcholové kiivky pti sledovani vlivu pH na oxydaci
pyrokatechinu a p-fenylendiaminu jsou zpésobeny dvéma riznymi enzymy, nebo
zda jsou zpusobeny pouze fysikalné chemickymi vlastnostmi celého komplexu pod-
minek vnéjsiho prosttedi a mikroba.

Pokud byla nalezena lakkdsa u rtznych druh@i hub, byla vét$inou tvofena jako
exoenzym (Lindeberg a Fihraeus 1952; Fihraeus 1952), piipadné jako exoenzym
i endoenzym (Lindeberg a Holm 1952). Uvedend lakkasa u aktinomycety btrepto—
myces antibioticus BU 105/5 je endoenzym, ktery se dale lisi od popsanych enzymii
u hub (Lindeberg 1950; Lindeberg a Fahraeus 1952) rychlosti oxydace jednotlivych
substriati. Pouze v jednom piipadé popsali Lindeberg a Holm (1952) lakkasu
z plodnic houby Clavaria ligula, které oxydovala nejrychleji hydrochinon. Avsak
p-fenylendiamin a pyrokatechin se rychlosti oxydace od hydrochinonu piili$ neliily.

Souhrn

Cholat sodny a jine povrchové aktivni latky potladuji silné endogenni respiraci
a umoziuji méfeni Gdinnosti fenoloxydasy u ueporuseneho my celia_ aktinomycety
Streptomyces antibioticus.
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Fenoloxydasa aktinomycety Streptomyces antibioticus je endoenzym, ktery oxyduje
hydrochinon, pyrokatechin a p-fenylendiamin, kdezto p-kresol a tyrosin neoxyduje.
Podle tohoto tiéinku jde o fenoloxydasu typu lakkasy. Jeji maximalni déinnost je
pi pH 4,0—4,5.
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XapaxTep ¢enosoxcugassl akTuHOMHIleTa Streptomyces antibioticus u BiusHMe
NOBEPXHOCTHO-AaKTUBHBEIX BeIliecTB Ha OIpefiesieHNe ero aKTUBHOCTH

B. llleéuuk
PeswwMme

Brn paspaGoran MaHOMeTpU4YeCKUI METOX ONpeeleHNsI aKTUBHOCTH (EHOJIOKCHAA3H ¥ JIyuH-
ctoro rpubka Streptomyces antibioticus Ne BU 105/5 mpu moMoiuy Xojara HATPUA B KayecrBe
[OBEPXHOCTHO-aKTHBHOIO BellecTBa. XOJaT HATPpUA B KoJuMdecTse 4 Mr Ha cocyn BapGypra
JeicTBOBAJ BeCbMa OJIArONPMATHO HA OKUCHeHMe crenn@uyecKUX CyGCTPATOB (MXPOKATEXMHA,
TUAPOXUHOHA, n-QeHUTeHAUAMMHA) HeHAPYUICHHHM MULEIMEM aKTHMHOMMIETA, IPUYEM OFHO-
BpPEMEHHO B 3HAYMTEIIbHON CTelleHM IOJABIAI SHAOTEHHYIO pecnUpanuo. BiaronpuarHbe peayd-
TaThl OLUIM TOJyYeHHl TakKie ¢ APYTUMU NOBEPXHOCTHO-AKTHBHHIMH BeIECTBAMH: CHHT?PIUTOM,
muroposieM VEL u TBunoM (tween) 80. ®enonokcugasa y Jyuncroro rpubka Streptomyces anti-
bioticus sABiAeTCA 3HZ0IH3MMOM, KOTODHIA OKHCIAET TUAPOXMHOH, NMPOKATEXMH M N-PeHHIeH-
AMAMMH, HO He OKHCIAET N-KPes3os M THpo3uH. CyAs 10 3TOMY AeHCTBHIO, 3TO — (EHOMOKCHAA3A
THIA JaKKase. MakcumanbHasa sddexTuBHOCTD TaKKa3sl HabmogaeTca npu pH 4,0—4,5.

The Character of Phenol Oxidase of the Actinomycete Streptomyces antibioticus and
the Influence of Surface-active Substances on Determination of Its Activity

V. Sevéik
Summary

A manometric method was elaborated for determining the activity of phenol oxidase in the actino-
mycete Streptomyces antibioticus BU 105/5, using sodium cholate as the surface-active substance. In
a Warburg manometer, sodium cholate in amounts of 4 mg. produced very satisfactory oxidation of
specific substrates (catechol, hydroquinone, p-phenylendiamine) by the intact mycelium of the
actinomycete, at the same time inhibiting endogenous respiration to a considerable extent. Satisfactory
results were also obtained with other surface-active substances, e. g. syntergit, likorol VEL and tween 80.
In the actinomycete Streptomyces antibioticus, phenol oxidase is an endoenzyme which oxidises hydro-
quinone, catechol and p-phenylendiamine, but not p-cresol and tyrosine. According to its action, it
is a phenol oxidase of the type of laccase. Laccase reached maximum effectiveness at pH 4.0 —4.5.
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Mikrobialni pfemény steroidu. VI.
Studie premény steroidu druhy a kmeny rodu Aspergillus

ALOIS CAPEK, OLDRICH HANC a HANA PAVLU
Vyzkumny ustav pro farmacii a biochemii, Praha

Doslo 4. 1. 1957

Studium piemén steroidt mikroorganismy je sice jednim z nejmladsich useki
technické mikrobiologie, aviak podet uvetejnénych praci a patenti svédéi o pozor-
nosti, ktera je této otazce vénovana.

Vysledky dosavadnich praci (Dulaney, Stapley a Hlavac 1955, Fried a sp. 1952,
Murray a Peterson 1953) tykajici se pfemén steroidd rtiznymi ptislusniky rodu
Aspergillus potvrdily, Ze tyto kmeny jsou schopny provadét 1la-hydroxylaci
a 68, 11x-dihydroxylaci na steroidnim skeletu. Hydroxylaci na 21. uhliku steroidni
molekuly plisni Aspergillus niger popsal Zaffaroni a sp. (1955) a tvorbu 11«, 21-di-
hydroxyprogesteronu neidentifikovanym kmenem rodu Aspergillus z progesteronu
Weisz, Wix, a Bodanszky (1956). Negativni vysledky v pokusu o hydroxylaci
sapogeninii nékterymi druhy rodu Aspergillus zaznamenal Mininger a sp. (1956).
Kromé schopnosti hydroxylovat steroidy bylo v nékolika pfipadech u raznych
druhti rodu Aspergillus zjisténo, Ze mohou oxydaéné oditépit z progesteronu po-
boény fetézec na 17. uhliku s otevienim kruhu D, pii ¢emz vznika jako konedny
produkt testololakton (Fried a sp. 1953, Peterson a sp. 1953, Capek a sp. 1956)
a Ze mohou oxydovat A%-pregnen-3-8-ol-20-on v progesteron (Perlman 1952).

Pribéh transformace steroidi mikroorganismy lze co do kvantity ovlivnit kulti-
vaénimi podminkami, jako jsou staii kultury, sloZeni a pH media, teplota a zptisob
fermentaéniho postupu, avSak kvalita pfemény se v podstaté neméni. Z této sku-
teénosti jsme vychazeli ve své praci pii systematickém hodnoceni transformaci
steroidii riznymi kmeny a druhy rodu Aspergillus. Cilem bylo vypracovat ptehled
o transformadénich schopnostech, charakteristickych pro jednotlivé zkou$ené kmeny
a druhy. Proto jsme sledovali prabéh pfemén 3 testovanych steroida (progesteronu,
A%-pregnen-3§-ol-20-onu a A*-androsten-3,17-dionu) piisludniky rodu Aspergillus
za konstantnich podminek, a to bez ohledu na specifické kultivaéni pozadavky
nékterych kment.

Materidl a metody

Mqikroorganismy. Transformaci steroidtt jsme hodnotili u 112 identifikovanych kment 34 druhu
rodu Aspergillus. Pouzité kmeny jsme ziskali ze sbirky mikroorganismu Ceskoslovenské akademic véd,
Ceskoslovenské akademie zem&dslskych véd, Vyzkumného ustavu pro farmacii a biochemii a Katedry
kvasné chemie Vysoké $koly chemicko-technologické v Praze.

Sterotdy. Transformaei steroidi jsme sledovali u progesteronu, A4androsten-3,17-dionu a 13-
pregnen-3f-ol-20-onu.
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Kultivace. Kady z pouzitych kment byl kultivovén v Zivném roztoku tohoto sloZeni: kukufiény
extrakt 0,59, glukosa 1,19%, K,HPO, 0,04 9% a MgSO,.7H,0 0,049% .pH media bylo
upraveno pted sterilisaci 10 %, NaOH na hodnotu 5,5. Kmeny jsme péstovali 48 hodin v 80 ml media
v Erlenmeyerovych batikdch o obsahu 300 ml p#i 27 °C na reciprokém tfepacim stroji (vychylka 6 cm,
potet kmitt je 70 za 1 min.). Po 48 hodindch kultivace jsme pfidali do kultivagniho roztoku 10 mg
testovaného steroidu, ktery jsme rozpustili ve 2 ml ethanolu. Transformace steroidi probfhala pii
uvedenych kultivaénich podminkéch dalsich 48 hodin.

Chromatografickd stanoveni. Pribdh fermentace byl hodnocen papirovou chromatografii po 24
a 48 hodindch. Z kultivaéni tekutiny jsme odebrali vzorek 4 ml (pro 1 detekei), extrahovali jsme dva-
krét 3 ml chloroformu, chloroformové extrakty jsme spojili a odpafili jsme je na misce. Odparek jsme
vytiali malym podilem chloroformu a nanesli na chromatograficky papir. Vzorky jsme nanéseli na papir
Whatman ¢&. 4, ktery jsme pak impregnovali smési formamidu a ethanolu v pomséru 1 : 1. Jako mobilnf
féze jsme pouZili smési benzenu a benzinu v poméru 1 : 1. K detekei chromatogramu jsme poutivali
tii dinidel. Metabolity progesteronu byly detegovény smési p-fenylendiaminu a kyseliny ftalové (Bo-
danszky a Kollowitsch 1955) a vodnym roztokem jodu (Tamové a sp. 1955). Metabolity A°-pregnen-
38-01-20-onu byly detegovény rovnd%z smési p-fenylendiaminu a kyseliny ftalové a nasycenym chloro-
formovym roztokem chloridu antimonitého. Metabolity A*-androsten-3,17-dionu také smési p-fenylen-
diaminu a kyseliny ftalové. Hodnoty R a barva skvrn jsou uvedeny v tab. 1.

Tab. 1. Hodnoty Rg, barva skvrn, detekce steroida
Soustava benzen-benzin 1 : 1, papir Whatman 4, impregnace formamidem

Nézev steroidu Rp Detekce Barva skvrny
Progesteron 0,90 FF hnédé
A4-androsten-3,17-dion 0,82 FF hnddé
Testosteron 0,60 FF hnéda
Testololakton 0,31 FF hnédé
11x-hydroxyprogesteron 0,21 FF hnédé

) J modra
Metabolit X 0,21 FF hndda
J zlutohnsdé
A5-pregnen3f-ol-20-on 0,88 Sb razova

Oznadeni detekénich ¢inidel: FF — smés p-fenylendiaminu a kyseliny ftalové, J — vodny roztok jodu,
Sb — nasyceny chloroformovy roztok chloridu antimonitého.

Vysledky

Pii chromatografickém hodnoceni pfemén jednotlivych steroidi rtznymi druhy
a kmeny rodu Aspergillus jsme se setkali se tiemi zakladnimi zptsoby transformaci.

Pfedné s oxydadéni pfeménou 38-OH-skupiny v 3-CO-skupinu s pfesunem dvojné
vazby:

CH, CH,

ko S

~NN ~A

NN NN
OH/‘\/’\/] ' O//\/ %
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Dale s oxydaénim odstépenim poboéného fetézce na C,; s otevienim kruhu D;
koneénym produktem je testololakton.

O
i
VERNPAN
CH, oL
1 NN
co |
1 NSNS ; /
AN 0 NN
| ! At.androsten-3,17-dion | !
N - . e N
0//\/ NS i O/\r"/\/
progesteron OH testololakton
1
oh
ANV
i |
o7 NN\

testosteron

Koneéné s hydroxylaci, ktera probihd rtznymi zpusoby. P¥i prvnim vznika
11a-hydroprogesteron.

CH, CH,
lo to
/,\1//\\ HO x/\}/l\
K\VATAgv S (\/*7’
o/ N\ NS 0/ NI\

progesteron

11x-hydroxyprogesteron

Pii detekei vodnym roztokem jodu se skvrna, 11a-hydroxyprogesteronu barvi na

chromatogramu modfe.

Dale vznikd dosud bliZe neur¢end latka, hydroxyderivat progesteronu, kterou

oznac¢ujeme jako metabolit X.

progesteron

metabolit X

Metabolit X svym Ry odpovida sice v dané soustavé rozpoustédel 11o-hydroxy-
progesteronu, avSak pii detekei vodnym roztokem jodu nenastava charakteristické
modré zbarveni skvrny. Skvrna na chromatogramu se barvi Zlutohnédé.
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Koneéné mohou vznikat 2 hydroxyderivaty (1l«-hydroxyprogesteron a meta-

bolit X).
CH,
bo
/\/K
/W/\/_‘

——— s

1 |
0/ I\

CH,

CO

|
O

l/\‘/\/'*

0/\/ NS

+ metabolit X

progesteron 11x-hydroxyprogesteron

Tab. 2. Piehled transformaci steroida kmeny a druhy rodu Aspergillus

Hydroxylace
11x-OH

Biosynt. te-
stololaktonu

Oxydace

Skupina na C
3

Mikroorganismus

| metabolit X

. awamori

. clavatus
effusus
luchuensis
melleus
nidulans
niger
ochraceus
tamariy
ustus
vartecolor

4}». +

L1

bbb
|

\
Al‘
|

|
+ -
I

L e o S A
!
b
!

|
|
|
i

atropurpureus
candidus
cinnamomeus
elegans
fumigatus
ostianus

. parasiticus

. rehmis - — — L
. restrictus

|
!
|

Fbobbk
| |
! !

T
!
|
|

i
|
|
I
1

amstelodam? .
sydowt . - — -
. versicolor + — . L

fischer? — KN _ —
ruber .

|

. alliaceus

. flavipes

. flavus

. chevalieri
oryzae
penicilloides
sclerotiorum
. terreus

. terricola

s

b
!
!

b

R RRRRRE R BRR RRRRRRARE AhhhhARRRRA

o
!
[

~

Oznateni: - znaéi schopnost kmene provadét naznadenou transformaci, — znad&{ neschopnost

kmene provadét naznadenou transformaci.

171

Approved For Release 2008/04/10 : CIA-RDP80T00246A002900500009-6



Approved For Release 2008/04/10 : CIA-RDP80T00246A002900500009-6

P¥i detekci smési p-fenylendiaminu a kyseliny ftalové je patrny na chromato-
gramu jediny metabolit, ktery svym Ry odpovid4d 1la-hydroxyprogesteronu. Pfi
specifické detekci vodnym roztokem jodu jsou vSak na chromatogramu patrny dva
metabolity (dvé skvrny ¢astednd se presahujici), z nichz pouze jeden (spodni ¢édst
skvrny) se barvi mod¥e. Druhy metabolit (vrchni ¢ast skvrny) se barvi zlutohnédé.
Na pokusech o isolaci a identifikaci metabolitu X pracujeme.

Kromé& t&chto hlavnich metabolitt vznikaji v nékterych piipadech béhem 48 hodin
fermentace je$té ve stopach dalii, pol4rndjsi metabolity, které jsme neidentifikovali
a ani v prehledu nezaznamenali, protoze pro kvalitativni posouzeni schopnosti
transformace steroidi danym kmenem nejsou podstatné. Protoze rychlost a kvantita
piemény a tim pochopitelné i intensita zbarveni a velikost skvrny metabolitu na
chromatogramu jsou ovlivnény kultivaénimi podminkami (na pt. dobou kultivace),
jsou uvedené vysledky pokust vztahovany na popsané fermentaéni podminky
(tab. 2.).

Diskuse

Dulaney, Stapley a Hlavac (1955) zjistili u vétSiny kment Aspergillus schopnost
transformovat progesteron v 1la-hydroxyprogesteron a 6f-11a-dihydroxyproge-
steron, kdy# identifikovali vzniklé metabolity ve vét§iné ptipadd jen na zakladé Ry.
a pouze u kmene Aspergillus ochraceus isolovali vzniklé metabolity a identifikovali
je pomoct fysikalné-chemickych konstant.

Nage vysledky i vysledky Frieda, Thoma a Klingsberga (1953) a Petersona a sp.
(1953) vSak ukazuji, %e tvorba 1la-hydroxyprogesteronu neni pro rod Aspergillus
uniformnim pochodem. Také zadny z nasich 18 kmenti Aspergillus niger neprovadeél
hydroxylaci v poloze 21 steroidniho skeletu proti \idajim Zaffaroniho a sp. (1955).
Ze 34 kmenti uvedenych v tabulce 2 jich 23 vytvaii metabolit, ktery svym Ry
odpovida 11«-hydroxyprogesteronu, aviak pii specifické detekci vodnym roztokem
jodu (za piitomnosti 1la-hydroxyprogesteronu vzniké modré zbarveni skvrny na
chromatogramu) jsme zjistili tvorbu 1lla-hydroxyprogesteronu jen u 11 kmenu
(skupina 1). Tvorbu nami oznateného metabolitu X, ktery svym Ry odpovidd
sice 1la-hydroxyprogesteronu, ale p¥i specifické detekci vodnym roztokem jodu
vznikd Zlutohnédé zbarveni skvrny na chromatogramu, jsme zjistii u 9 kment
(skupina 2). Soutasnou tvorbou 1lua-hydroxyprogesteronu a metabolitu X jsme do-
kézali u 3 kment (skupina 3). U nékterych kment, které vytviteji z progesteronu
metabolit X, byla zpracovana vétsi mnoZstvi fermentadni tekutiny a byl isolovan
metabolit X (b. t. = 185 — 7°C, «2' = +180° — chloroform). U 11 kmenu
(skupina 4 a 5) jsme zjistili biosyntesu testololaktonového cyklu, kdy koneénym
metabolitem je testololakton. V uvedenych kultiva¢nich podminkich byla zjiSténa
u 32 kment schopnost oxydovat 38-OH-skupiny v 3-CO-skupinu. Pouze u dvou
kmenti (A. fischeri, A. ruber) nenastala zminéna oxydace a A°-pregnen-3f-ol-20-on
nebyl béhem 48 hodin fermentace viibec transformovan. Aviak neni vylouéeno, Ze
oba tyto kmeny oxyduji A5-pregnen-3g-ol-20-on po delsi dob& fermentace a je
proto moZno povaovat schopnost oxydace steroidii za charakteristickou vlastnost,
rodu Aspergillus. Avsak vzhledem ke konstantnim pokusnym podminkam jsme
schopnost obou kment posuzovali jen b&hem prvnich 48 hodin fermentace. Kromé
téchto kmentt je oxydace A5-pregnen-38-ol-20-on u ostatnich kmenti primarnim
transformadnim pochodem, i kdyz vlastni prubé¢h oxydace 3f8-hydroxy-skupiny
v 3-CO-skupinu je kvantitativné pomalejii nez na pi. hydroxylace nebo biosyntesa
testololaktonového cyklu. Rovnéz srovnani rychlosti transformace progesteronu
a A%-androsten-3,17-dionu kmeny rodu Aspergillus potvrdilo, ze A%-androsten-3,17-
dion je mnohem pomaleji transformovan.
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Na zaklad® ziskanych vysledkii je moino testované kmeny rodu Aspergillus
vzhledem k transformaci progesteronu a A5-pregnen-3f-ol-20-onu rozdélit do
5 skupin a vyuZit tak schopnosti transformace steroidi jako jedné z informaénich
biochemickych vlastnosti pfi identifikaci kment rodu Aspergillus.

Souhrn

Pi#i studiu transformaci progesteronu, A%-pregnen-3f-ol-20-onu a A*-androsten-
3,17-dionu 112 kmeny 34 druht rodu A4spergillus jsme se setkali se ttemi zakladnimi
pochody: s oxydaci 38-OH-skupiny v 3-CO-skupinu, s biosyntesou. testololaktono-
vého cyklu a s hydroxylaci steroidni molekuly.

Na zakladé toho lze pouZité kmeny a druhy rodu Aspergillus rozdélit do 5 skupin
podle schopnosti kment uskutedtiovat: 3-oxydaci a lla-hydroxylaci, 3-oxydaci
a hydroxylaci (ne v8ak v poloze 11x), 3-oxydaci, 11«-hydroxylaci a dalsi hydroxylaci
(ne v poloze 11), biosyntesu testololaktonového cyklu a 3-oxydaci a biosyntesu
testololaktonového cyklu.

Pii transformaci steroidit kmeny druhé a tfeti skupiny dochézi k hydroxylaci,
ktersa se v3ak neuskutelfiuje v poloze 11 a pfi niZz vznikd dosud bliZe neurdeny
hydroxyderivat progesteronu.
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Namenenus creponpos muxpobamu. VI.

Vzyuenne uaMeHeBHit CTEpOHIOB INITaMMaMU pofa Aspergillus
A. Yaner, O. I'anu u I'. [Tasay
Peszwome

W3yyan npespaumieHns nporecrepoHa, A5-nperHed-35-ol-20-oHa, u A4-aujgpocres-3, 17-puona
MHKpoGaMn 112 mraMMoB popa Aspergillus, Mbl BeTpedannch ¢ TpeMA OCHOBHBIMHM IIPOIECCAMM:
1. ¢ okucienuem rpymnsl 38-OH B rpymmy 3-CO; 2. ¢ OGmOCHHTE30M LMKIA TECTOJOIAKTOHA
U 3. ¢ THAPOKCHMIMPOBaHMEM CTepOMIHONM MoueKyin. Ha ocHOBaHMM pasauyuit 9TUX NPOIECCOB
MBI Pa3feNniIn NCIOIb3yeMble HAMH [IJfA ONHITOB MITaMMbl Aspergillus Ha 5 rpymnm, B 3aBUCUMOCTH
OT MX CIOCOGHOCTM NpPOM3BOAMTH: A. 3-okMcieHue n 1ia-ruaporcunuposanue; B. 3-oxucienue
¥ TMAPOKCUIMpPOBaHuUE, HO He B rnodoxenuu 11a (MeraGoaur X); C. 3-okucaenue, 11a-ruipokcuim-
poBaHMe M JAasibHeiilllee rugporcuiauponaHue (MeraGonur X); 1. GUOCHHTE3 TECTONOIAKTOHOBOTO
nnkaa u B, 3-okucienue 1 0MOCHHTE3 TeCTONOIAKTOHOBOTO IMKJIA.

Bacterial Conversion of Steroids. V1.
A Study of the Conversion of Steroids by Strains of the Genus Aspergillus

A. Capek, O. Hané, H. Pavli
Summary

When studying the bacterial transformation of progesterone, A5-pregnene-33-01-20-one and
_14.androstene-3, 17 dione by 112 strains of the genus Aspergillus, three basic processes were found:
1. oxydation of the 3§-OH group into a 3-CO group, 2. biosynthesis of the testololactone cycle, 3. hydro-
xylation of the steroid molecule. On the basis of these processes, the strains of Aspergillus used in the
experiments were divided into five groups, according to their ability to carry out the following:
A. 3-oxidation and 11 x-hydroxylation, B. 3-oxidation and hydroxylation, but not in the 11 position
(metabolite X), C. 3-oxidation, 11 x-hydroxylation and further hydroxylation (metabolite X), D. bio-
synthesis of the testololactone cycle and E. 3-oxidation and biosynthesis of the testololactone cycle.
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Ceskoslovenskd
MIKROBIOLOGIE
roénik 2. (1957) — & 3

Pouziti pémpirové chromatografie pfi vyzkumu novych antibiotik

VLADIMIR SEVCIK, MILOSLAV PODOJIL a ALENA VRTISKOVA
Mikrobiologické oddéleni, Biologicky tustav, Ceskoslovensk4 akademie véd, Praha
Reditel tstavu akademik Ivan Malek

Doslo 4. 12. 1956

Papirové chromatografie se s ispéchem pouZiva pii vyzkumu antibiotik. K rozli-
geni a identifikaci jednotlivych antibiotik pou#ili Ishida a sp. (1951) t. zv. souhrnného
chromatogramu, ¢im# rozumi serii papirovych chromatogrami tého# antibiotika
v riznych systémech rozpoustédel. Jako rozpoustédla pouzivaji vodou nasyceného
n-butylalkoholu, dale 3%, roztoku chloridu amonného, 809, fenolu, 809, fenolu
v atmosféfe amoniaku, 509, acetonu, smési n-butylalkohol-methylalkohol-voda
v poméru 4 : 1 : 2 a téZe smési s methyloranzi. Tento zpisob identifikace se osv&dgil
i jinym pracovnikiim (Miller, Davis a Bird 1954, Oliver a sp. 1954, Koffler a Pa-
gano 1954). Aby nim souhrnny chromatogram poskytl podrobnéjsi ddaje o roz-
pustnosti antibiotik, rozsitili a upravili jsme ¥adu rozpustidel pouZivanych Ishidou
a jinymi pracovniky. Ovéfili jsme, do jaké miry ovliviiuje aplikace antibiotik v %iv-
nych padach, pevnych nebo tekutych, jejich Rt pfi souhrnném chromatogramu
a jak souhlasi u nékterych zndmych antibiotik chromatografickd data s jejich roz-
pustnostmi. U antibiotika, které jsme isolovali z bliZe neuréeného kmene aktinomy-
cety a které oznadujeme ¢islem BU 607, jsme pouzili vysledki souhrnného chroma-
togramu pii piipravé preparati z kultivaéni tekutiny.

Materidl a metody

Pouzitd antibiotika a aktinomycety. Z antibiotik jsme zkouSeli streptomycin.CaCl, (Glaxo), siran
viomyecinu (Pfizer), siran neomycinu (francouzskd vyroba), hydrochlorid chlortetracyklinu (Lederle),
hydrochlorid oxytetracyklinu (Pfizer), steardt erythromycinu (Abbott), D-chloramfenikol (Interfarma),
krystalické preparaty aktinomycinu isolované z kultivaéni tekutiny aktinomycet, které vedeme v nasi
sbirce pod &islem 105/5 a 154. Roztoky antibiotik jsme pfidévali do rdznych Zivnych pud. Déle jsme
pouzivali ggarovych blo¢ku s vyrostlymi aktinomycetami po pétidenni kultivaci pii 28 °C na pads
S,, P, a PS.

' Zigmé pudy. SloZeni Zivnych pud je uvedeno v tabulce 1.

Rozpoustédla. 1. Destilované voda; 2. 3%, roztok NH,Cl; 3. methylalkohol (1009%,); 4. aceton (100%,);
5. ethylacetét nasyceny vodou; 6. n-butylalkohol nasyceny vodou; 7. ethylether nasyceny vodou;
8. chloroform; 9. benzen; 10. petrolether.

Papirovd chromatografie. PouZivime vzestupné chromatografie ve zkumavkéch sirokych 4 em a dlou-
hych 20 em. Chromatograficky papir je zachycen nahoie v zafezu gumové zdtky a dole sahé do roz-
poustddla. Na proutky chromatografického papiru (Whatman ¢&. 1) 8iroké 1 cm a dlouhé 19 em
nanédime roztok antibiotika (10 jednotek) mikropipetou, piipadn® klademe agarové blotky s anti-
biotikem nebo vyrostlou aktinomycetou 4 cm od spodniho okraje prouzku papiru. Na dno zkumavek
dévéme 10 ml rozpoustédla.

Chromatogramy vyvijime pii laboratorni teplots, aZ &elo rozpousdtédla dobshne k zatce. Na vzduchu
usufené chromatogramy klademe na 10 min. na sklenéné misy 35 X 35 cm s agarovou pudou pro
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titrace streptomycinu nebo chlortetracyklinu naotkovanou testovacim mikrobem Bacillus subtilis
ATCC 6633 (Sevéik 1954, Hess 1955). Skvrny antibiotik se objevi po 20hodinové inkubaci pii 37 °C
jako inhibi¢ni zony.

Tab. 1. Slozeni zivnych pud. Mnoistvi jednotlivych litek jsou vyjadiena v %

Oznadeni pud

8, Se P, ) P8
Glukosa 1 1 1 —
Laktosa — 1,5 1,5 —
Skrob 1,5 — — 1
Kukufi¢ny extrakt 0,5 0,35 0,35 —
Pepton - - - 1
(NH,),50, 0,35 0,4 — —
(NH,),HPO, — — 0,4 —
NaCl 0,5 0,5 0,5 0,5
CaCOg, 0,2 - — —
rH 7,0 7,0 6,0 7,0

Pracovni postup. Difuse antibiotik z agarovych blodkd o praméru 6 mm byly provadény tak, Ze
agarové blodky s roztokem antibiotika v %ivné pidd nebo blotky s vyrostlou aktinomycetou byly
kladeny na &tveretky (1 em X 1 em) chromatografického papiru. Chromatograficky papir se pited po-
lozenim agarového blotku ovlhéi kapkou destilované vody. Agarové blotky se po 15 min. odstrani
a &tveretek chromatografického papiru s antibiotikem se klade na agarovou plotnu naotkovanou
testovacim mikrobem. Pro kontrolu se kladou dalsi agarové blotky pfimo na naotkovanou agarovou
plotnu, a to na dobu 15 min., nebo se nechaji dalsi agarové blotky na plotné a% do druhého dne (do
doby odegiténi inhibiénich zon). V tabulkdch jsou uvedeny pramérné hodnoty inhibi¢nich zon vidy
z 10 agarovych bloc¢ka.

Vysledky a diskuse

Velikost inhibiénich zon pii raznych zpisobech difuse antibiotika je uvedena v tabulce 2. Ve vétsineé
piipadi nejsou velké rozdily mezi velikosti inhibi¢énich zon, zptisobenych agarovymi bloéky s anti-
biotikem, polozenymi na agarové titraéni plotnd 15 minut, a mezi inhibiénimi zonami, zpisobenymi
difusi antibiotika s chromatografického papiru. Podobné vysledky jsme ziskali pfi pouziti agarovych
blotkt s vyrostlou aktinomycetou (tab. 3). U agarovych blo¢ki s vyrostlou aktinomycetou miize byt
difuse antibiotika ovliviiovéna vytvofenymi metabolity. Pfi tom koncentrace Zivin u blotka s akti-
nomycetou je niZ$i nez u blogkl s roztokem antibiotika a Zivnou padou. Z téchto vysledkit je vidét.
%e je mo#no pro papirovou chromatografii pouit agarovych blodki s vyrostlymi aktinomycetami
produkujicimi antibiotike misto nanéfeni roztoki antibiotik na chromatograficky papir. Podobné
vysledky uvédsji Ishida se sp. (1951) a Kuroya se sp. (1953).

Velikost inhibi¢nich zon je p¥imo zavisld na dob¢ difuse (tab. 4). V obou ptipadech byly pii difusi
antibiotika z agarového blodku piimo na zaotkovanou agarovou plotnu i pii difusi antibiotika na
chromatograficky papir a s chromatografického papiru déle na agarovou plotnu inhibi¢ni zony v&étsi
pti delsi dobd styku. U nejuéinnéjsich kmenti aktinomycet jsou dostateénd veliké inhibiéni zony pii
difusi antibiotika z agarovych blotkil na chromatograficky papir po dobu 15 minut, zatim co u méné
produkénich kment aktinomycet nechdme difundovat antibiotikum aZ 6 hodin.

P¥i vyvijeni chromatogramt vihkym nebo bezvodym n-butylalkoholem a etherem se ukézala vy-
hodngjst vlhké rozpoustddla. U nékterych antibiotik pozorujeme toti% p¥i pouZiti suchych rozpoustédel
tvoteni dvojich skvrn, z nich% jedna je blize startu a druhé blize ela rozpoustédla (aktinomycinl05/5,
aktinomyecin 154, erythromycin, chloramfenikol).

Zivné ptda S, ptsobi zfetelnd na pohyblivost chlortetracyklinu a chloramfenikolu pti papirové
chromatografii (antibiotikum vnaseno v roztoku %ivné pudy, jak patrno z obr. 1). Velké rozdily v po-
hyblivosti byly pozorovény zv1asté pii vyvijeni chromatogramit n-butanolem. Té% u daldich antibiotik
byl pozorovén podobny vliv raznych Zivnych pid. Na obrézku 2 jsou uvedeny chromatogramy chlor-
tetracyklinu, aktinomycinu 105/5, erythromycinu & chloramfenikolu vyvijené ve vlhkém n-butyl-
alkoholu. Antibiotik tu bylo pousito v agarovych bloéeich raznych Zivnych pad. Jednotlivé zivné
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Tab. 2. Difuse antibiotik z agaru na chromatograficky papir Velikost inhibi¢nich zon v mm

N Kone. | Zpisob Pada Titraéni
Antibiotikum . :
(vg vml) | difuse S, So P, | PS puda
A n n 10 8
. 10 pg B 0 0 0 0 STM
Streptomycin C 0 0 0 0
A 14,5 16,5 17,3 16,3
100 pug B 9 12 11,5 10 STM
C 0 11,8 6 9,5
A 11,2 7,5 0 11,5
25 ug B 8 0 0 7,5 ST™M
C 0 0 0 0
A 13 10 9 13.2
; 100 pg B 10,5 7 0 8 STM
Neomycin c n 0 0 n
A 15 15 12,5 15
500 pg B 12,5 13,2 11 12,5 STM
C 15 15 11,4 13,2
A ;18 19,5 17 18
Viomycin 500 ug B ' 15 16,5 13 15 ST™M
. C 12,7 16 12,2 13,5
A 105 10,3 12,3 -n
10 ug B { 0 0 o ! 0 CTC
) c 0 0 o | o0
Chloramfenikol A 17.3 23.8 54,3 16.8
100 g B n 20,8 12 0 CTC
C n 20,2 17,2 0
A 15,7 15,2 15,5 15,7
5ug B 9,5 ~ 10,5 9,5 9,7 STM
C 5,7 7,5 7,4 7,6
Aktinomyein 105/5 A 922 20.2 20 53
50 ug B 18 15 18,2 18,5 STM
C 16,1 15,1 15 13,5
A 24,1 18 18,5 16,2
10 ug B 20 n 13 n CTC
. C 16,8 n | n n
Chlortetracyklin A 27,3 26,3 20 24,7
100 pg B 24 23 © 14,5 20 CTC
C 18,1 22,1 n 14,9
A 18 25 23,5 19
25 ug B 15 20 20 15,5 CTC
. C 13,1 17 15 8
Oxytetracyklin A 23 39 o7 36
100 ug B 19,5 25 25 22,2 CTC
C 17 25 24 17,2
A 19,5 19 20,5 24
3ug B 17 16,6 17,5 20,2 STM
C 17 16,5 17,5 20,5
Erythromycin A 22 21 22 25,5
30 pug B 22 20 21 21 STM
Cc 22 21 22 23,2

Zpusob difuse: A — agarové blodky ponechdny na agarovych titradnich plotnéch do druhého dne,

B — agarové blotky ponechdny na agarovych titraénich plotndch 15 min., C — difuse antibiotika
8 chromatografického papiru.

Titradni puda: STM — streptomyeinové, CTC — chlortetracyklinové.
Inhibién{ zona: n— néznak zony (malé nejasné zona). '
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pudy zde zietelnd ovliviiuji pohyblivost antibiotik pfi papirové chromatografii. Toto ovlivnéni viak neni
zase tak veliké, aby zpusobilo chybné zévéry o rozpustnosti antibiotik v poutitych rozpoustédlech.
Podobné vysledky byly ziskany pii pouziti agarovych bloku s vyrostlymi aktinomycetami Strepto-
myces aureofaciens (chlortetracyklin) a Streptomyces antibioticus 105/5 (aktinomyecin B, obr. 3).

Tab. 3. Difuse antibiotik z agaru na chromatograficky papir
Velikost inhibi¢nich zon v mm

§ Puda e
Kmen aktinomycety Z(EFUSS: ’Iltfzcm
S, So P, | P8 puda
A 19,5 18,5 15 15,5
Streptomyces griseus B 17 15 11 13 STM
C 20,5 19,6 13,2 13,4
N A 19 19 19 20
Streptomyces No. 105/5 B 15 12 16 15,5 STM
C 16,3 0 15,4 16,8
T A 23 22 17 205 |
Streptomyces No. 154 B 20,5 18 13,5 14,5 STM
- C 22,8 17 18,2 16,7
A 17,5 118 145
Streptomyces No. 607 B 13 n -9 8 STM
. C 12,4 n n 8

Tab. 4. Vliv doby difuse na velikost inhibi¢nich zon

. Inhibi¢ni zona (mm) ‘
Antibiotikum Zdlz}:fg;) ( !
15 min. | 30 min. f 1 hod. l 2 hod. \ 4 hod. | 6 hod. '
Streptomyein A 17 17,9 18,5 19,6 19,4 19,5
B 19,2 20,2 21,2 22,8 23 23
) A 30 30,3 30.5 31 31,6 32
Chlortetracyklin B 27 28.5 31.5 30,3 31 31,5
— A 26 27,1 28 31 31,5 32
Chloramfenikol B 26 28.5 30 32 33 34
] . - A 13 14 15 16 16 16
Aktinomyein 105/5 B 14,5 15 15,4 16 16,8 17

A — difuse antibiotika z agarového blo¢ku.
B — difuse antibiotika s chromatografického papiru.

Streptomyecin je rozpustny ve vodé, malo rozpustny v methanolu, nerozpousti
se viak v acetonu, ethylacetdtu a daliich méné polarnich rozpoustédlech (Waks-
man a Schatz 1945). Ve shodé s témito vlastnostmi byla pfi souhrnném chromato-
gramu (obr. 4) pozorovéna zna¢nd pohyblivost pii vyvijeni chromatogramu ve vodé
a 39, roztoku NH,Cl, u methylalkoholu je vidét pouze protazeni skvrny antibiotika
u startu, kde#to v ostatnich rozpouitédlech, v nichZ neni streptomyecin rozpustny,
tvori antibiotikum pravidelnou kruhovou zonu na startu.

Aktinomycin je rozpustny v methanolu, acetonu, ethylacetatu, n-butanolu, ethyl-
etheru a chloroformu, mélo rozpustny ve vodé a benzenu, kdezto v petroletheru se
nerozpoudti (Waksman 1954). Rozpustnosti aktinomyecinu odpovidaji vysledky
ziskané u souhrnného chromatogramu (obr. 5). U chromatogrami vyvijenych roz-
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poudtédly, v nichz je aktinomycin dobfe rozpustny, postupuje skvrna antibiotika
téméF s ¢elem chromatogramu, u benzenu je Rs ptiblizng 0,5, u vody a 3%roztoku
NH,(C] je skvrna antibiotika protaZena u startu, kde?to u petroletheru, v néms¥
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L L)

4 1 2 3 <

1 2 3

Obr. 1. Vliv 2ivné pudy S, na pohyblivost chlor-
tetracyklinu a chloramfenikolu p#i papirové
chromatografii. A — chromatogramy chlorte-
tracyklinu, B — chromatogramy chloramfeni-
kolu. Roztok antibiotika: 1 a 3 — ve vods,
2 a4 — v %ivné pud® 8,. Vyvijeni chromato-
grami: 1 a 2 — ve vlhkém n-butylalkoholu,
3 a 4 — ve vlhkém etheru.
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Obr. 3. Vliv rznych pevnych Zivnych piud na
pohyblivost antibiotik. Agarové blotky s vy-
rostlymi aktinomycetami. Chromatogramy vy-
vijeny ve vlhkém n-butylalkoholu. A — chro-
matogramy chlortetracyklinu (8. aureofaciens).
B — chromatogramy aktinomycinu 105/5 (S.
antibioticus 105/5). Agarové zivné pudy:1 — 8,,
2 — Py, 3 — PS.
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Obr. 2. Vliv raznych pevnych zivngeh pid na pohyblivost antibiotik. Agarové blotky se standardy

antibiotik. Chromatogramy vyvijeny ve vlhkém n-butylalkoholu. A — chromatogramy chlortetra-

cyklinu, B — chromatogramy aktinomycinu 105/5, C — chromatogramy erythromycinu, D — chroma-

togramy chloramfenikolu. 1 — Na chromatograficky papir nanaden roztok antibiotika ve vods. 2, 3, 4,

5, 6 — Na chromatograficky papir kladeny agarové blodky s antibiotikem. 2 — hladovy agar, 3 — aga-
rovd piida 8,, 4 — agarové puda Sy, 5 — agarovd pida Py, 6 — agarové pida PS.
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aktinomycin neni rozpustny, se objevuje pravidelna skvrna na startu. Ze souhrn-
ného chromatogramu muzeme dale vydist zdkladni postup pro isolaci antibiotika.
Aktinomycin extrahujeme z fermentaéni tekutiny n-butanolem, extrakt odpaiime
ve vakuu do sucha, déinnou latku extrahujeme z odparu benzenem a antibiotikum
vysrazime z benzenového roztoku petroletherem (Seveik 1956).
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Obr. 4. Souhrnny chromatogram streptomycinu. Obr. 5. Souhrnny chromatogram aktinomyeinu
1—10: Systémy rozpoustédel uvedeny v meto- 105/5.
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Obr. 8. Souhrnny chromatogram Obr. 7. Souhrnny chromatogram
chloramfenikolu. antibiotika BU 607.

Podobnd zavislost mezi rozpustnosti antibiotika a vysledky ziskanymi u souhrn-
ného chromatogramu byla pozorovina dale u chloramfenikolu. Na souhrnném
chromatogramu (obr. 6) je vidét, ze se chloramfenikol velmi dobte pohybuje ve
vEt§ing pouitych systémf rozpoustédel, kromé benzenu a petroletheru, v nichz
neni rozpustny. Pohyblivost antibiotika souhlasi s rozpustnosti chloramfenikolu
udévanou v literatuie (Bartz 1948).

Moznost pouziti vysledk@i souhrnného chromatogramu pro ptipravu hrubych
preparati antibiotika byla dale ovéfena u nezndmého antibiotika produkovaného
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kmenem aktinomycety BU 607. Antibiotikum BU 607 dalo p¥i souhrnném chroma-
togramu tyto vysledky: skvrna antibiotika se pohybuje téméi s ¢elem chromatogramu
u acetonu, ethylacetatu, n-butanolu, chloroformu, pong¢kud mén& u methanolu
a téméf se nepohybuje ve vodé, etheru, benzenu a petroletheru. Ve shodé s témito
vysledky podafilo se ndm antibiotikum extrahovat z fermentaé&ni tekutiny n-buta-
nolem, butanolicky extrakt byl odpafen a ze zbytku byly extrahovény nedistoty
petroletherem, ¢im? jsme ziskali bélavy prafek s udinnosti 2500 streptomyecinovych
jednotek na mg. Uéinna latka se benzenem nebo etherem téméi neextrahuje, ve
studeném methanolu je ponékud méné rozpustna, dobte viak v teplém methanolu
(70 °C).

U souhrnného chromatogramu pouZivame serie rozpoustédel, kterd tvoii eluo-
tropickou fadu a kterd byla vybrina s ohledem na jejich moZné pouziti p¥i extrakei,
piipadné i pii daldim &i§téni novych ¢ neznamych antibiotik. Timto souhrnnym
chromatogramem mitiZeme stanovit rozpustnost neznamych antibiotik v takové
mife, v jaké ji potfebujeme pro p¥ipravu hrubych prepariti antibiotika extrakef
z fermentaéni tekutiny, p¥ipadné i pro jejich dalii &i§téni. P¥i hodnoceni vysledkii
u jednotlivych chromatogramt si v8ak musime uv&domit, %e pohyblivéd fize je
v nadbytku vzhledem k fazi zakotvené a tudiZ ziskané hodnoty relativni pohybli-
vosti antibiotik na papife jsou p¥izniv&jsf pro pohyblivou fazi. Soudasné nam sou-
hrnny chromatogram déile slouzi pro identifikaci nezndmého antibiotika, jeliko#
rozpustnost je velmi dialezitym charakteristickym znakem antibiotik.

Souhrn

Piivodni Ishidiiv souhrnny chromatogram jsme upravili tak, aby ziskané vysledky
slouzily nejen k bliz8i identifikaci nezndmého antibiotika, nybrz abychom ziskanych
vysledké mohli soudasné pouzit pii piipravé hrubych preparaté antibiotika extrakef
z fermenta¢ni tekutiny, pfipadné i p¥i jeho daldim &iSténi.

Velikost skvrn antibiotik na chromatogramu je ptimo zavisld na dobd difuse
z agarového blo¢ku na chromatograficky papir. Pohyblivost antibiotik je ¢astedns
ovlivnéna jednotlivymi Zivnymi padami.

Souhrnné chromatogramy byly provedeny u streptomycinu, aktinomycinu B,
chloramfenikolu a antibiotika BU 607.
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UcnonbazoBaHne OyMaskHON XpoMarorpauu mpu MCC/Ie0BAHHAX HOBbHIX
aHTUOMOTHKOB

B. Hlesuur, M. Ilodoua u A. Bpmuwrosa
Peaswxe

Ilepponayansnaa (opma cOopHoii xXpomarorpammsi Ishid-a Obma HaMm BUION:3MeHeHA Tak.
uTOOH NOJIydaeMble Pe3yIbTATH He TOIbKO CIYHUIN A §0jiee TOUHOr0 OMpejleseHNA HEU3BECTHOL'O
aHTHOMOTHKA, HO M MOIJIM OBITh MCIOJB30BAaHH NP MPUTOTOBIEHHM IpYOHIX NpenaparoB anTu-
6MOTHKA IyTeM DKCTPAKIUN U3 (PepMEHTANMOHHON KUIKOCTH M NPH WX AadbHeiinieil owuncrke.
pu BocxosAmell xpomatorpaduyu MLl TOJb3yeMCA CIETYIOIUMU CHCTeMaMy pACTBOPUTeIe:
1. mecrunn. Boua; 2. 39 pactsop NH,CI; 3. 1009, metusoBstii criupt: 4. 1009, anerou: 5. HTua-
anerar, HACHULEHHBIA BoJ0M; 6. GyTAaHOJOBHIA CIOUPT, HACHILEHHBIT BOJOil: 7. Hdup, HaCHUIeN UL
Bontoit; 8. xsopodopm; 9. Gensen; 10. nerpouabsdup. Pasmepsl NATeH aHTUMMOTHROB 1A XPOMATO-
rpaMMe IpPSAMO NPONOPLHHOHANBHE UPOROKUTENBHOCTH puddysun anrnbuorura ¢ OGJoky
arapa Ha Xxpomarorpaguueckyio Oymary. IlogBmknocTs awrMOMOTHKOB 3aBUCHT OT Xapak-
Tepa NUTAaTelbHOH cpemsl. Ho sTa 3aBUCHMOCTb He CTOJL BeJAMKA, UYTOOBL BHI3LIBATL oHinGo4HbIe
3aKJII0YEHNsI OTHOCUTEIbHO pPACTBOPUMOCTH AHTMOMOTHKOB B TIPMMEHAeMbIX PaCTBOPHUTEIHX.
IIpu nposiBiieHUU XpOMATOrpaMM ¢ IIOMOIBI0 Ge3BoAHOro n-GyTaHog0BOro cnupta i adupa "Habmw-
aajioch o0pasoBaHUe ABYX BUIOB HMATEH Y AKTHHOMMIIMHA, DPHTPOMUIMHA U X opamdeinnrosa.
COoplbie XpOMATOrpaMMHEl OBUIM COCTABIIEHBI JUIA CTpPeNTOMHULMHA (pHC. %), aKTHHOMMUMHa B
(puc. 5), xumopamennroia (puc. 6) w aurubuoruxa BU 607 (puc. 7). PesyanTarsi cOopHBIX
XPOMATOrpPaMM OTBEYAT CH0OCO0AM H3OJIANMH YKA3aHUHIX aRTHONOTHKORB.

The Use of Paper Chromatography in Research on New Antibiotics
V. Sevéik, M. Podojil, A. Vrtiskovd
Summary

Ishida’s original summarised chromatogram was adapted in such a manner that the results could be
used not only for detailed identification of an unknown antibiotic but also in the preparation of the
crude antibiotic by extraction from the fermentation fluid and possibly in its further purification.
In ascending chromatography the following systems of solvents were used: 1. distilled water, 2. solution
of NH,CI (3%,), 3. methyl alcohol (100%,), 4. acetone (100%,), 5. ethyl acetate saturated with water,
6. n-butyl-alcohol saturated with water, 7. ethyl ether saturated with water, 8. chloroform, 9. benzene,
10. petroleum ether. The size of the spots of the antibiotic on the chromatograrn depends directly on the
time of diffusion from the agar block on to the chromatographic paper. The motility of antibiotics is
influenced by the individual nutrient media, but their influence is not great enough to lead to wrong
conclusions on the solubility of the antibiotics in the solvents used. During development of the chromato-
grams by means of waterless n-butyl alcohol and ether, the formation of two spots was observed in the
case of actinomycin, erythromycin and chloramphenicol. Summarised chromatograms were carried out
with streptomyecin (fig. 4), actinomyecin B (fig. 5), chloramphenicol (fig. 6) and antibiotic BU 607 (fig. 7).
The results correspond to the methods of isolation used for the antibiotics in question.
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Kratkda puvodni sdéleni

KiiZzova antibiosa u aktinomycet
VLADIMIR MUS{LEK
Mikrobiologické oddéleni, Biologicky ustav, Ceskoslovenska akademie véd, Praha
Reditel ustavu akademik Ivan Malek.
Doslo 23. 10. 1956

Z nékterych udaji uvefejnénych Waksmanem a sp. (1946), Kuroyou a sp. (1951), Teillonem (1952,
1953) a Skrjabinem (1955) vyplyvé, %e urdité antibiotikum nebo aktinomyceta, produkujici uréité zndmé
antibiotikum, neinhibuje rust aktinomycet produkujicich antibiotickou latku stejného nebo velmi
piibuzného typu, ale inhibuje aktinomycety produkujici antibiotika znand odlisnd. Specifita tohoto
principu selhévala ve zvy¥ené mife pouze u Teillonova kmene Streptomyces rimosus (Teillon 1953). Je-li
platnost specifické kiiZové antibiosy aktinomycet obecnd, mé&lo by jeji poutiti zna¢ny vyznam pro
identifikaci producentd zndmych antibiotik pfi vybéru aktinomycet produkujicich nové antibiotika.

Pi#i dosavadnim sledovéni kii¥ové antibiosy aktinomycet (Kuroya a sp. 1951, Teillon 1952, 1953,
Skrjabin 1955 a j.) pouZivalo se zejména producenti streptomycinu, streptothricinu, neomycinu, chlor-
tetracyklinu, oxytetracyklinu a chloromycetinu, bud ve vzédjemné kombinaci nebo v kombinaci s ptislus-
nymi antibiotiky.

Tab. 1. Vliv raznych antibiotik na rast antibiotickych aktinomycet na pevné Zivné pudé

Antibiotika
Kmen
STM ’ CTC OTC ‘ NEO ‘ VIO ERM CMF | ACT

S. griseus — ‘ + + ‘ + ‘ - — — | +
8. aureofa- |

ciens + — — 4 4 + - +
8. rimosus — — — - — : - —
277 + = — + + — - —
94 + + l + + 1 + + -+ -

STM = streptomycin, 500 ug/ml, CTC = chlortetracyklin, 300 ug/ml, OTC = oxytetracyklin,
300 ug/ml, NEO = neomycin, 150 ug/ml, VIO = viomycin, 750 ug/ml, ERM = erythromycin,
200 ug/ml, CMF = chloramfenikol, 300 ug/ml, ACT = aktinomycin C, 150 ug/ml. + = rast aktinomy-
cety inhibovdn; — = rist aktinomycety neinhibovéan. Difusni test na agarové puads.

Ovéiovali jsme specifitu kiiZové antibiosy s aktinomycetami Streptomyces griseus (producent strepto-
mycinu), Streptomyces aureofaciens (producent chlortetracyklinu), Streptomyces rimosus (producent
oxytetracyklinu), s isoldtem &. 277 (producent antibiotika typu erythromycinu), s isolatem &. 94 (pro-
ducent blize neuréeného antibiotika) a s roztoky osmi antibiotik uvedenych v tab. 1. Koncentrace
antibiotik (viz tab. 1) jsme zvolili tak, aby pfibliZné odpovidaly priamérnym produkcim stfedn® pro-
dukénich kmenu pfisludnych aktinomycet.

Na agarovou pudu [(NH,),80, 3,5 g, kukufi¢ny extrakt (50 95) 10,0 g, glukosa 10,0 g, 8krob 15,0 g,
NaCl 5,0 g, CaCO, 5,0 g, dest. voda do 1000 ml, agar 20,0 g, pH 7,3, sterilisace 30 min. pii 123 °C]
v Petriho miskéch jsme 8drov® naotkovali vyde uvedené kmeny aktinomycet (3 paralelni 84ry na 1 plot-
nu) a ve stiedu kazdé naotkované ¢ary jsme vyfizli korkovrtem dvurek o pruméru 6 mm. Do dviarka
jsme pfidali po 0,15 ml gerstvych roztokii antibiotik. Zalozili jsme v8echny kombinace pouZitych akti-
nomycet a antibiotik (kaZdé kombinace ve 3 paralelnich pokusech) a plotny jsme inkubovali 48 hodin
pfi 28 °C. Po této dobd, kters stadila k nérustu viech pouzitych aktinomycet, jsme zjistovali pfipadny
inhibi¢ni Géinek antibiotik na jednotlivé aktinomycety. Pokusy jsme tfikrat opakovali se stejnymi
vysledky. Pfehled o zjisténém vlivu pouzitych antibiotik na.rast jednotlivych aktinomycet podéva
tabulka 1.

Ruast kmene Streptomyces aureofaciens nebyl inhibovén jen antibiotiky ze skupiny tetracyklinu, coz
souhlasi s vysledkemn Teillonovym (1953). Naproti tomu rist kmene Streptomyces griseus nebyl inhibovan
ani streptomycinem, ale ani chloramfenikolem, ani viomycinem a byl inhibovén velmi slab& erythro-
mycinem. Podobné& rast kmene Streptomyces rimosus neinhibovaly ani tetracykliny, ale ani streptomycin,
neomycin, viomyein a aktinomyein C, rovné% antibiotika odlinych typa. Také kmen 277 nebyl inhibovan
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erythromycinem, oxytetracyklinem, chloramfenikolem, aktinomycinem C a byl inhibovén jen velni
slabg chlortetracyklinem. Na rust kmene 94 nemsl vliv aktinomycin C a velmi slaby inhibiéni vliv
vykézal viomyecin. .

Tyto vysledky dokazuji, Ze za nalich pokusnych podminek jiz pfi malém zvySeni poétu zkousenyeh
antibiotik selhdvd zdénliva specifita kiiZové antibiosy aktinomycet, protoze nékteré aktinomycety jsou
pfi ristu na agarové padé resistentni soudasn® vadi nékolika antibiotikam ruznych typu. Zjisténi
resistence nezndmé antibiotické aktinomycety viaéi uréitému antibiotiku nemize byt tudi# voditkem
pro identifikaci aktinomycet produkujicich znéms, antibiotika. Tuto skuteénost nutno tedy brat v ivahu
pii posuzovéni nékterych tdaji uvedenych autort. Nase vysledky jsou mimo to v rozporu s Teillonovym
pfedéasnd zevieobectujicim vykladem principu ki{Zové antibiosy aktinomycet (Teillon 1953), ze totiz
dvé aktinomyecety produkujici stejné antibiotikum se p¥i spoleéné kultivaci neinhibuji, zatim co dvé
aktinomycety produkujici rizna antibiotika se inhibuji.

Krasilnikovem (1955) a Skrjabinem (1955) navrhovany zptsob zjistovéni druhu neznémé aktino-
mycety je zaloZen na pfedpokladu, #e kazdy druh aktinomycety mé specifické spektrum antagonistic-
kyech vztahu k ur¢itym druhtum aktinomycet produkujicich zndmé antibiotika. Nage vysledky se nesho-
duji s vysledky Skrjabinovymi (1955), pokud se tyks vlivu chloramfenikolu na rist Streptomyces griseus
a Streptomyces aureofaciens a vlivu streptomycinu a neomycinu na rust Streptomyces rimosus. Nutno
uvazit, ze jsme pouzili jingch kment téchto druht aktinomycet a Ze misto Skrjabinem pouzitych , kultur
na agarovych blocich® jsme pouiili roztoka piisluinych antibiotik. Ptesto vSak ze zjisténych nesrovna-
losti vyplyvé nutnost ov&fit predpokladanou druhovou specifitu reakce ruznych kment jednotlivych
druhti aktinomycet na uréit4 antibiotika nebo na producenty téchto antibiotik.
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IlepexpecrHbiit aHTUGM03 Y AKTHHOMUIETOB
. B. Mycuaer

Peszwowve

HoaasiacHnA pocTa Ha cpejie ¢ arapoM y aktiHoMunera Streptomyces aureofaciens ne BbIBRIBATI
TOJBKO AHTUOMOTHRH IPYUILL TETPALMKINHA; ARTHHOMILUH C HEC YrHETal POCTAa TOUHEC HE OIpC-
AeslenHoro antHOmoTMYecKoro Iyumeroro rpuéra. C mpyroit cropoHml, Streptomyces griseus,
Streptomyces rimosus u ToYHee He ONpefeIeHHNI JdyducTRIl rpubor, obpasynomuil aHTHOMOTHK
TANA SPNTPOMUNAHA, He MOAABIAINCh HC TOMBKO AHTHOMOTHKAMMA, KOTOPAE STH LITAMMBL 1PO-
MBBOFAT — I POJCTBCHHLIMH MM aHTHOMOTUKAMIL, — HO TAKIKe M HEKOTOPLIMH aHTHOHOTHKAMIT
coBceM apyroro rima. Takum obpasoM, Halwmdme y HCH3BECTHOO aHTHOMOTHYCCKOTO JIYIHCTORO
rpulka ycTOHIMBOCTH 0 OTHOINEHUIO K ONPeJEICHHOMY aHTHOHOTHKY He MOMKeT ele caMo Mo cede
CAYAATE KPUTEPHCM UL MACHTUOMKANHA JTYYNCTHIX TPHOKOB, 00pasyiomuX IM3BECTHHC aHTII-
OnoTnrn.

Cross Antibiosis in Actinomycetes
V. Musilek

Summary

Growth of the actinomycete Streptomyces aureofaciens on an agar medium was not inhibited only by
antibiotics from the tetracycline group and an nunidentified antibiotic actinomycete was not inhibited
by actinomycin C. On the other hand, Streptomyces griseus, Streptomyces rimosus and an unidentified
actinomycete producing an antibiotic of the type of erythromycin, were inhibited neither by the anti-
biotics produced by these strains or by similar antibiotics, nor, at the same time, by some antibiotics of
an entirely different type. The finding of resistance of an unknown actinomycete to an antibiotic cannot
be in itself, therefore, a guide in identifying actinomycetes producing known antibiotics.
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Prispévek k metodé barevnych otisk® pti bioautografii

LEONTIJ CERKES, JIRf DOSKOCIL & JULIE CERKESOVA
Vyzkumny Gstav antibiotik, Roztoky u Prahy
Dodlo 15. 12. 1956

Metody bioautografie se pouzivé s tispéchem pii vyvolévani chromatogrami s vysokou biologickou
udinnosti. Jeji hlavni nevyhodou ve srovnéni s jinymi zpisoby detekce je to, Ze materidl nemuze byt
uchovén pro dokumentaci jinak ne# prekreslenim nebo ve formé fotografif ploten. Prekreslovani zon
a potizovéni fotografii ploten je viak znaéng pracné, fotograficky zptisob je mimo to té% znaéné nékladny.

Jiny zptsob reprodukce spotivé v tom, %e se obarvi a otiskne na papir plotna, na ni% byl chromato-
gram vyvoldn. Tuto metodu popisuji Stephens a Grainger (1955), kte#i pouzivali 1%, vodniho roztoku
methylenové modii s 19, fenolu. Timto roztokem prelili agarovou plotnu s vyvolanym chromato-
gramem, povrch odsséli filira¢nim papirem a pfiloZenim jesté n&kolika daldich archa papiru ziskali
barevny otisk zon. Pfi tomto zptsobu ziskéni otisku jsou zony jen o néco tmavii nes pozadi, se 3patnd
ohrani¢enymi okraji. ProtoZe otisky ziskané touto metodou jsou mélo kontrastni, pousili jsme jinych
barviv a zavedli jsme diferenciaci a fixaci barviv v bakteriich, abychom dosshli ptesnych kontur zon.
Volbou barviva a podminek pti barveni lze doséhnout jak negativnich zon (na otisku jsou barevnd
mista, kde mikroorganismus nenarostl), tak positivnich (na otisku jsou zbarvena mista, kde kultura
vyrostla). Prvni zpisob je vhodny pro antibiotika, druhy zptsob pro rastové latky.

Metodu barevnych otiski jsme vyzkouleli na plotnich s kulturami gram-positivnich i gram-nega-
tivnich bakterii a nékterych hub. Pro testovéni jsme pouzili téchto mikroorganismi: Bacillus subtilis
FDA 6633, Bacillus subtilis SD (PC-I) 220, Micrococcus pyogenes var. aureus, Escherichia coli (rtizné
kmeny), Rhodotorula gracilis, Penicillium spec. P¥i ziskéni barevnych otiski inhibidnich zon musime
zabrénit, aby plocha porostls kulturou netvofila na papife barevny otisk. Toho dosséhneme dvéma.
zplsoby: 1. Fixujeme barvivo v bakterijnich burikéch, na pf. Lugolovym roztokem, tak¥e barvivo
z bakterii pak nedifunduje a papir se obarvi pouze barvivem difundujicim z agaru v mistech, kde
mikroorganismy nevyrostly. 2. Diferencujeme obarveny povrch plotny rozpustidly, na p¥. acetonem
nebo alkoholem. Bakterie se rychle odbarvi, kdetto inhibi¢ni zony podr#i barvivo déle, protoZe povrch
agaru je rozpustidlem dehydratovén a tim je difuse barviv zpomalena.

Pro ziskéni otisku chromatogramit penicilinu vyvolanych pomoci mikroba B. subtilis SD (PC-I) 220
na agarové Zivné pidé se ndm osvédéily tyto postupy:

Plotna se poleje roztokem gencianové violeti nebo krystalové violeti (nasyceny alkoholicky roztok
krystalové violeti smiteny s 19, roztokem &tavelanu amonného v poméru 1 : 4, jehoZ se pouZivéd pro
Gramovu metodu barveni bakterii). Po 15 —1 minuté se barvivo sleje a plotna se pfeleje Lugolovym
roztokem. Po sliti roztoku se naleje na plotnu ethanol nebo aceton, ktery se ponechd asi 3 minuty.
K tomuto 1delu nelze poutit ethanolu denaturovaného pyridinovymi basemi ani benzinem. Plotna se
oplachne vodou a povrch se osusi filtra¢nim papirem nebo se plotna poneché 3—10 minut v susérné
nebo termostatu, ne% povreh uschne. Pro dosufienf povrchu plotny lze s vyhodou pouzit f6hnu. Na po-
vreh plotny se ptiloi hladky filtraéni papir, ktery se vyrovna rukou nebo véletkem, aby celou plochou
pfiléhal ne agar. Misto filtra¢niho papiru lze pouzit jakéhokoliv hladkého, dostateénd ssavého papiru.
Inhibiéni zony jsou na otisku syt fialové na bezbarvém nebo skoro bezbarvém pozadi. Kvantitativni
vyhodnoceni chromatogramu se provede odméfenim pramérii zon na otisku bez ,»»odpichovani* na
agaru.

Pfi druhém postupu se plotna rychle pielije 1% vodnym roztokem malachitové zelend. Roztok bar-
viva se ihned sleje a plotna se oplachne proudem vody. Déle se plotna diferencuje alkoholem (nejlépe
ethanolem denaturovanym methanolem). Alkohol se poneché na plotné 3 — 5 minut, sleje se a za daldich
3—5 minut se na plotnu naleje aceton. Po slit{ acetonu se povrch plotny usu$f odssétim archem filtraé-
niho papiru nebo p#mo proudem vzduchu. Na dostatetns suchy povrch se prilozi a rychle vyrovng
hladky ssavy papir, stejnd jako u predeslého zplisobu. Otisky jsou sytd zelené na bilém nebo skoro
bezbarvém pozadi. Kvantitativni vyhodnoceni chromatogramu se provede p¥imo na otisku. Fotografie
takto ziskaného otisku je uvedena na obrazku 1.

Mimo uvedenych barviv 1ze s dobrymi vysledky pouzivat i jinych, jako: 1% vodného roztoku me-
thylenové modfe, okyseleného kyselinou solnou (na 100 ml roztoku asi 0,3 ml koncentrované kyseliny
chlorovodikové), s dalsim odbarvenim okyselenym a alkalickym ethanolem, 1% vodného roztoku
safraninu s nésledujici fixaci Lugolovym roztokem nebo pfimou diferenciaci ethanolem (acetonem),
1% vodného roztoku thioninu s diferenciaci kyselym ethanolem, 1%, vodného roztoku sodné soli eosinu
s nésledujici diferenciaci kyselym ethanolem a jiné. Pro okyseleni alkoholu jsme poutivali vétsinou
kyseliny octové, jejiz vysledné koncentrace byla 5%. Pro alkalické diferencovéni jsme pouzivali pti-
blizné 0,5 N-NaOH nebo KOH v ethanolu. Otisky ziskané za pouziti téchto barviv jsou velmi trvanlivé,
vyjimkou je methylenové mod¥, kterd dasem vybledne, hlavng piimym pusobenim svdtla na otisky.
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Pro ziskdni barevnych otiska ristovych zon je nutno volit barvivo, jez $patnd pronikd do agaru
a barvi v podstaté jen narostlou kulturu. Nejlépe se nam osvedéil 19, vodny roztok fuchsinu a Bis-
markovy hnédi. Obarvené bakterie vSak nefixujeme, nybrz uvolnime z nich barvivo kratkym prelitim
alkoholem, acetonem nebo dioxanem. Nesmime oviem rozpustidlem barvivo zcela vymyt, ale musime
jim phisobit na povrch plotny jen zcela kratkou dobu.

Obr. 1. Fotografie barevného otisku chromatogrami penicilint z hloubkové
kultivace. Otisk pofizen diferenciaci plotny obarvené malachitovou zeleni.

Pi#i reprodukei metody pofizovani otiskia zon pii biologickém vyvoléni chromatogramu tak, jak
byla popséna citovanymi autory, ziskali jsme otisky s velmi tmavym pozadim a malo ostrymi okraji
zon. Otisky ziskané nasim postupem jsou velmi kontrastni s pfesné ohrani¢enymi okraji zon. Ostré
kontury zon dovoluji kvantitativni vyhodnoceni chromatograma piimym odméfenim praméra zon
na otisku bez pracného ,,odpichovani‘‘ zon na agarové plotné. Toto vyhodnoceni miZe byt provedeno
kdykoliv, coz mé zvla§tni vyhodu pii zpracovani v&tsich serii chromatogrami. Metoda otiskQ v pa-
vodnim provedeni a v nasi tipravé je velmi rychld a pfi vétsim pottu ploten s vyvolanymi chromato-
gramy muZe byt barveni provddéno v seriich.
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K Bonpocy Merogukm nBeTHBIX OTme4YaTKOB Npu Guoasrorpaduu
JI. Yeprec, H. Jockowun u FO. Yeprecosa
PezwoMme

PaspaGorana mopnpuKanuA MeTONA MOJIy4eHMA LBETHHX OTIIEYATHOB ¢ arapa ¢ GHOJOrHYECKH
MPOABIEHHBMU XpomaTorpammamu. C moMompbio HOBOM MOAMPMKALMY METORA MOMHO NOIYYaTh
OTIeYaTKU 30H YrHeTeHMA UM CTHMYJIAIMA pocTa TecT-MUKpoba. CymecTsyoT 2 crnoco6a H3roToB-
JIEHNAL OTIIEYATHOB 30H yTHETEHHA: (MKCANMA KPACHTeNIss B paspociueiicA KyabType (4roGH Kpacu-
TeJIb UPOCAYMBAIICA B NPHIOMEHHYO K arapy GyMary TOJNBKO B TeX MeCTax, rie arap cBoOOxeH
OT MJIEHKM MUKPOOPTraHU3MOB) — U AuddepeHrManusa OKPAMIEHHOI0 arapa npu MOMOLM PACTBOPH-
Tenefl. Ilpu BTOpOM cnocofe — puddepeHNMANNN — KpacuTeslb CMBIBAETCA TOJBKO C IJIEHKH
MHKPOOpraunsmoB. JlJiA MOJYyYeHUA OTIEYATKOB B0OH POCTA BHIOMPAETCA KPACHUTENb, KOTOPHIHA
niioxo mponukaer B arap. ¥Ma okpameHHOM KyJbTypH KpacHTedb OCBOGOMZAETCHA IIOTOM MOCHe
HENPOLOIKNTEILHOTO NelicTBAA pACTBOPHTeNA. MeToN NpMMEHANCA [AJIA IpPaM-MIONOMHUTENbHBIX
U IPaM-OTpULATeNbHEIX OaxTepuit M rpubkoB. OTNEYATKY IUIACTHHOK C NPOABIEHHHEIMM XpPOMATO-
rPaMMAaM¥ OTJIMYAIOTCHA PE3KO OUepPYEHHBIMH KOHTYPAMHM, UTO [ellaeT BO3MOMHON B ii0Goe BpeMms
KOJIMYECTBEHHYI0 OLIGHKY XPOMATOrpaMM HyTeM IPOCTOT0 M3MEDEHHA AMAMETPAa 30H yTHETEHUA
Ha orneyarkaX. ONMCAHHEIR ~METOJ| YCTPaHAET TPYAOEMKOe CPHCOBHIBAHME IPOSABIEHHHX
Xxpomarorpamm u Qororpaduposanue arapa AnA gokymenranuu. Ilpocrora u Guctpora Meronma
A2eT BO3MOMHOCTH CepPUHHON OKPACKU. YCTOMYMBOCTH HBETHHX OTHNEYATKOB 3ABHCUT OT IpH-
MEHFIEMOr0 KpacuTeds, HO B GOJILIIMHCTBE CIy4aeB MPAKTHYECKHM He OrpaHUYeHa.

Notes on a Method of Colour Prints in Bioautography
L. Cerkes, J. Doskoéil, J. Cerkesovd .
Summary

A modification of a method of making colour prints of agar plates with biologically developed chro-
matograms was elaborated. In the new modification this method makes it possible to obtain prints of
the zones of growth inhibition and stimulation in the test micro-organism. When making prints of
inhibition zones, two methods come into consideration: fixatin of thestain in grown up culture in such a
way that the stain diffuses into the paper only at the sites where the agar is not covered with a film of
micro-organism, and differentiation of the stained plate by means of solvents. With the second method
(differentiation) the stain is washed out from the film of micro-organism only. When making prints of
growth zones, a stain is selected which only with difficulty penetrates into the agar. The stain is then
removed from the culture by subjecting it briefly to the action of a solvent. The method has been applied
to Gram positive and Gram negative bacteria and to fungi. Prints of plates with developed chromato-
grams show sharp outlining of the zones, thus permitting a quantitative evaluation of the chromato-
grams at any time by direct measurement of the diameter of the zones on the print. This method abolishes
the tedious re-tracing of the chromatograms or photographing the plates for purposes of documentation.
The simplicity and rapidity of the method make it possible to carry out the staining in series. The
durability of the colour prints depends on the stain used, but in most cases it is unlimited.
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Sledovani fagového antigenu béhem rozmnozZovani faga
v infikované bakterii

LUDMILA SOSKOVA
Ustav pro obecnou biologii, lékafska fakulta university v Brng

Doslo 27. 7. 1956

Po infekei vnimavé bakterie virulentnim fagem, béhem t. zv. latentni periody, se fag rozmnozuje
uvnit¥ hostitelské buriky, ale nedochézi jesté k jeho uvolnovani. Fagovy antigen byl béhem latentniho
obdobi sledovén v nékolika pracich (Doermann 1947, 1951, Rountree 1951, De Mars a sp. 1953, Lanni
1954). Autofi se shoduji v tom, Ze d¥ive, neZ se objevi infekéni fag, ptibyvé fagového antigenu. Abychom
tyto vysledky ovéfili na jiném materidlu, konali jsme pokusy s bakteriemi Shigella flexneri 11 a shigel-
lovym fagem D.

K pokusim jsme pouzili bakterii Shigella flexneri 11, kmen

107 4 &, 12, ktery bylisolovan z klinického materidlu a sbirkového
kmene shigellového faga D. Féga i bakterie jsme péstovali
v masopeptonovém bujonu o pH 7,4—7,6. Fagové preparaty
o pramérném titru 5.10° v ml jsme ziskali opakovanym
paséZovénim faga na mladych bakteriich. Faga jsme titrovali
na agarovych pudéch poéiténim plakta. Antifigové serum jsme
ziskall imunisaei kraliki bujonovymi filtraty faga (primérny
titr 5.10° v ml). Pfed pouzZitim bylo serum vysyceno hosti-
telskymi bakteriemi. Fégovy antigen jsme sledovali vazbou
komplementu (Bla§kovié a sp. 1954). Vazby jsme provéadéli
se stoupajicim Fedénim antigenu a konstantnim fedénim sera

iy

109 3—

108

Obr. 1. Intracelulédrni rast fagového antigenu a zralého faga.
Osa x: minuty po infekci, osa y: podet plaku nebo jejich
ekvivalent; 1 — kontrolni normadlni lysa fagem infikovanych
bakterii (bez kyanidu), 2 — titr infekéniho faga v kyanido-
vych lysdtech, 3 — titr antigenu v kyanidovych lysitech vy-
jddfeny v titra faga jako ekvivalent serologické aktivity.
Hladina neadsorbovaného faga je oznactena sipkou I, titr pu-
vodniho piidaného faga a antigenu Sipkou II.
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(1:10). Jako positivni jsme hodnotili zkumavku, ve které byla zdbrana na 1 kiizek.
V' nasem piipadé doslo k zabrané s pouZitym antifigovym serem az do zfedéni 1 :384. V Cerstve
ptipravenych lysatech, ve kterych nedoslo jesté k inaktivaci faga, je titr antigenu v piimém vztahu
k titru infekéniho figa (Rountree 1951). Ve svych pokusech jsme piepoéitdvali titr antigenu na titr
infekéniho faga tak, e jsme za konstantnich podminek zfedovali faga o znAmém titru a zjistovali vazbou
komplementu, v jakém zfedéni faga doslo k zabrané. Pfimou umérou jsme vypocitali, jakému titru
faga odpovidé titr antigenu. Pro sprédvnost vypoltu svédéi, Ze po dokonéeni fagolysy splyvaji kiivky
infektivity a serologické aktivity (obr. 1). Fagem infikované bakterie jsme v uréitych intervalech
béhem latentni periody rozbijeli kyanidem draselnym podle Doermanna (1947). Kyanid draselny
v koneentraci 0,02 M rozbiji bakterijni buiiky & neposkozuje volné fagové tdstice. Do baiiky s 80 ml
bujonového filtratu faga o titru 1,5.10° v ml byly pfidany mladé bakterie do vysledné konecentrace
7.5.108 v ml. Vyslednou suspensi jsme inkubovali pfi 37 °C. V raznych intervalech jsme odebirali
vzorky (10 ml) a dalsf prubgh fagolysy jsme zastavovali ochlazenim na 0 ° az 1 °C. Vzorky jsme centri-
fugovali v lednici p¥i 0° az 2°C a propirali fysiologickym roztokem. V supernatantu jsme uréovali
titr neadsorbovaného faga. Bakterie z jednotlivych vzorka jsme potom op&t suspendovali v 1 ml bujonu,
obsahujicim 0,02 u-KCN. V lysujicim prostfedi jsme ponechivali bakterie 45 minut p¥i 37 °C, potom
Jehce zcentrifugovali, aby se odstranila bakterijni drf, v supernatantu stanovovali titr infekéniho faga
a titr antigenu. Jako kontrol jsme poutzili jednak bakterii, které nebyly infikovany fdgem, jednak
infikovanych bakterii nerozruSenych kyanidem.

Vysledky pokusu jsou znézornény na obr. 1. Kontrolni normélni lysa fagem infikovanych bakterii
(bez kyanidu) mé latentni obdobi asi 20 minut, po némz nasleduje 15 minut trvajici vzestupna faze,
kdy dochézi k uvoltiovéni faga a koneény vytéZek v 50. minuté je 3.10° v ml. Lysa fagem infikova-
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nych bakterii, vyvoland kyanidem, mé krati latentni obdobi — 10 minut, po kterém nésleduje pro-
dlouZend vzestupné féze trvajici 40 minut. Koneény vytézek infekéniho faga je stejny jako v kontrole.
Béhem latentniho obdobi klesé titr infekéniho faga a2 na 1 %, pavodni hodnoty, tedy prakticky k nule.
Fég krétce po adsorpei na bakterie ztréci svoji infektivitu. Po 10 minutéch se objevuje v bakteriich
nové utvoteny infekéni fig a jeho titr stoupé. Titr fagového antigenu v kyanidovych lysdtech je po
5 minutéch niZ8f, ne? odpovidé titru pivodns ptidaného figa; potom prudce stoupé az do 30. minuty,
kdy dosehuje maxima (dvakrat vyssi hladina ne% odpovidé v té6 dobé titru infekéniho faga v kyanido-
vych lysatech). Na této hladin® se udrfuje a% do konce latentniho obdobi. Titr fagového antigenu,
tedy po podéteénim mirném poklesu (asi 25 9,) néhle stoupd, a to o 5 minut d¥ive, ne# se objevil infekéni
tég. Nové utvofeny figovy antigen dosahuje také diive vysii hladiny ne infekéni fag. Produkce anti-
genu neustavé, dokud uvoliiovéni infekéntho faga neni skonteno. Konetny titr antigenu odpovidéd
koneénému titru infekéniho faga. :

Materidl s fdgovou antigenni specifitou, ktery se objevuje bshem latentniho obdobi dfive, ne# se
objevi aktivni fig, popsal Foster (1948) v infikovanych butikéch, lysovanych proflavinem. De Mars
& sp. (1953) zjistili v téchto proflavinovych lysstech piitomnost bezbidikatych ¢astic, jez dévaji vazbu
komplementu s pislusnym antifégovym serem. Obsah nukleovych kyselin v tdchto ddsticich je nizsi
nez ve zralém fagu. Kulaté bezbidikaté ¢4stice s nizsim obsahem nukleinové kyseliny jsou tedy v uzkém
vztahu ke zralému fédgu. Také elektronové snimky Heréfkovy (1950, 1951) ukazujf, Ze d¥ive ne se objevi
infek&ni &4stice, json viditelné kulaté bezbitikaté elementy, které mizi, jakmile se utvoii infekéni fag.
Nale pokusy potvrzuji spravnost hypotesy, Ze produkce zralého faga probihé pres stadium produkce
neinfekénich, serologickych aktivnich elementi. K podobnym zévérm dosli také Rountreeovs (1951)
a Lanni (1954) s fdgem T 5. Oba autofi se rozchézej{ v udajich o tom, zda fag po adsorpei na bakterii
ztréei nejen infektivitu, ale i serologickou aktivitu. V nasich pokusech doglo kratce po adsorpei ke sni-
Zeni titru antigenu asi o 25 %,. K¥ivka, kter4 zndzorfiuje priabsh hladiny fégového antigenu v kyani-
dovych lysétech, odpovidéd spide vysledkim Rountreeové (1951), podle které ztraci fag kratce po
adsorpei nejen infektivitu, ale také serologickou aktivitu, a po urditou dobu ho nelze v infikované
buiice prokdzat.

Literatura

Blaskovié, D. a spol.: Laboratorné metody vo virologii. Bratislava 1954.

Doermann, A. H.: The intracellular growth of bacteriophages. Carnegie Inst. of Wash. Year Book. 47 :
176, 1947.

Doermann, A. H.: Liberation of intracellular bacteriophage T 4 by premature lysis with another phage or
with cyanide. J. Gen. Physiol. 35 : 455, 1951.

De Mars, R. I., Luria, S. E., Fisher, H., Lewinthal, C.: The production of incomplete bacteriophage
particles by the action of proflavin and the properties of the incomplete particles. Ann. Inst. Pasteur, 84:
113, 1953.

Foster, R. A. C.: A analysis of the action of proflavin on bacteriophage growth. J. Bact. 56 : 795, 1948.

Heréik, F.: Elektronovd mikroskopie bakteriofdga. Cas. 16k. &es. 89 : 91, 1950.

Herdik, F.: Struktura bakteriofdga. Cas. 16k. des. 90 : 925, 1951.

Lanni, Y. T.: Infection of bacteriophage T 5 and its intracellular growth-study by complement fization.
J. Bact. 67 : 640, 1954.

Rountree, F. M.: A complement fixing antigen of Bact. coli bacteriophages T 5—its behaviour during
virus growth. Brit. J. Exp. Pathol. 32 : 341, 1951.

MCCJ’IGI{OB&HPIH (X)aronoro AQHTHUI'€HA B Te4YeHUe PasMHOMEHN A q)ara B 3apameHHOﬁ
GakTepnn
JI. Cowmrkosa
PeawowMme
Banrepun Shigella flexneri 11, sapaxennse darom D, paspyliaiuch B TeueHme IATEHTHOrO
TIePUOAIA B KOPOTKHX MHTEPBAJAaX C IOMOWbI0 MMAHUCTOTO KAiuA. B moidyuennom marepuaie
MEL OMpEeJEIANN NyTeM CBASHBAHUA KOMIUIEMEHTA NPHUCYTCTBHE (HaroBOro aHTMreHa, a IyTeM

TUTPANMK HA CPENAX C ArapoM — IPHCYTCTBHE 3penoro WHPexuuoHHOro dara. B 3apameHHHX
GakTepnsaX (aroBhiit -aHTHIeH TOABJNACTCA PaHbIIe, YeM WHOEKUMOHHBIA Par.

The Study of Phage Antigen in the Course of Proliferation of Phage in Infected Bacteria
L. Soskovd
Summary

Bacteria of Shigella flexneri I1, infected with phage D, were disrupted at short intervals during the
latent period with potassium cyanide. In the material released, the presence of phage antigen was deter-
mined by the complement fixation reaction and the presence of mature active phage was determined
by titration on agar media. In infected bacteria, during the latent period, the phage antigen appears
before the mature infectious phage particle.
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Granularni struktury uw mykobakterii, korynebakterii a neacidoresistent-
niho kmene ziskaného pii preméné tuberkulosnich mykobakterii

JOSEF HUBACEK a IVAN MALEK
Mikrobiologické odd&leni, Biologicky tstav, Ceskoslovenské akademie véd, Praha

Reditel tstavu akademik Ivan Malek

Doslo 3. 12. 1956

Jednou z vlastnosti mykobakterii je tvorba acidoresistentnich, grampositivnich granul umisténych
polérné nebo po celé délce tydinky. Jejich chemické sloZeni a funkéni vyznam byl sledovédn v mnoha
pracich (Lominski 1933, Mélek a Sterzl 1948, Knaysi, Hillier, Fabricant 1950, Werner 1951, Basser-
mann 1953). Granula jsou v mykobakterijni buice nejvice vytvéfena ve 12—Il4hodinové kultufe
(Fenner, Leach 1953). Pon&vad¥ tento zjev nebyl pozorovén u jinych skupin mikroorganismii, snaZili
jsme se vyuzit této vlastnosti ke zjisténi mozného vztahu mezi mykobalkteriemi, systematicky blizkymi
korynebakteriemi a neacidoresistentnimi kmeny ziskanymi pii pfeméng tuberkulosnich mykobakterii
(Mélkové 1954). Sledovali jsme tvorbu granul u neacidoresistentniho kmene kM, M. ycobacterium tuber-
culosis HgyRv, Mycobacterium phlei, Corynebacterium diphteriae typus mitis a vzdusného Pseudocoryne-
bacterium. Preparéty ziskané v uréitych dasovych intervalech ristu kultury byly barveny Giemsou pedle
modifikované metody Piekarskiho-Robinows (Malek a Sterzl 1948).

0 20 40 60 80 100

Obr. 1. Granulérni struktury mykobakterii, korynebakterii a kmene kM béhem stdrnuti kultury. Osa x:

stéii kultury, osa y: pramér granul ze 100 tytinek (xjq). 1 — granuldrni struktury u Mycobacterium

phlei, 2 — granuldrni struktury u Mycobacterium tuberculosis (HgRv), 3 — granuldrni struktury

u kmene kM, 4 — granuldrni struktury u Pseudocorynebacterium, 5 — granulérni struktury u Coryne-
bacterium diphteriae typus mitis.

Déle jsme zjistovali chemické sloZeni granularni substance u neacidoresistentniho kmene kM a pro
srovnéni s timto kmenem jsme pouzili vzduiného pseudokorynebakteria. Pfitom &dst prepardti byla
extrahovéna a barvena podle Grama, Ziehl-Neelsena a podle Neissera; dalsi preparaty byly extrahovény,
hydrolysovdny a barveny podle Grama, Ziehl-Neelsena a podle Piekarskiho-Robinowa; zbylé prepa-
raty byly nejdiive hydrolysoviny a pak teprve extrahovény a barveny podle Grama, Ziehl-Neelsena,
Neissera 8 podle Piekarskiho-Robinowa. Vysledky jsou uvedeny na obrazku 1 a v tabulce 1.

Z vysledki uzavirdme, %e pfeménény kmen se tvorbou granul velmi podobé ruznym druhitm myko-
bakterii a lii se podstatn® od korynebakteria patogenniho i vzdusného. Typicky vrchol maximalniho
podtu granul u Mycobacterium tuberculosis Hy,Rv, Mycobacterium phlei a neacidoresistentniho kmene kM
je v rozmezi 12— 25hodinové kultury. U neacidoresistentniho kmene kM byl zjistén dvoji druh granul:
jedny acidoresistentni, barvici se Neisserem a rozpustné v 0,1 N-HCl (metachromatické granula),
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druhé neacidoresistentni, nerozpustné v 0,1 ~-HCl ani p¥i dalsi extrakei a barvici se podle Piekarskiho-
Robinowa (jaderny aparst). Nékteré tydinky obsahuji jedno acidoresistentni granulum (obyZejnd
umisténé polérnd) a 1—3 neacidoresistentni granula, jiné jen neacidoresistentni granula.

Tab. 1. Cytochemické sloZeni granuldrni struktury v buiikdch pseudokorynebakteria a neacidore-
gistentniho kmene kM, ziskaného pFi preménd Mycobacterium tuberculosis. Hodnoty vyjadfuji pra-
mérny potet granul na jednu tydinku.

Pramérny polet granul pfi raznych zpusobech barveni
Zpracovéani Gram Ziehl-Neelsen . .
preparatit Neisser Pielarski-
acidores. neacidores. Robinow
granula granula
neacidoresistentni kmen kM
Kontrola G+ 1,0 1,66 + 0,055 1,03 + 0,017
Po extrakei G-+ 1,0 1,71 4+ 0,032 1,0
Po extrakei
a hydrolyse G+ 0 1,76 4+ 0,020 0 1,71 4 0,045
Po hydrolyse .
a extrakei G+ 0 1,73 4 0,046 0 1,68 4 0,046
Pseudocorynebacterium
Kontrola. G+ | 232470077 0 2,33 + 0,052
Po extrakei G+ 2,31 + 0,069 0 2,34 + 0,041
Po extrakei
a hydrolyse G— 0 2,34 + 0,071 0 0,
Po hydrolyse
a extrakel G—lab. 0 2,37 4+ 0,049 0 0
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3epHUCTHE CTPYKTYPH Y MUKOOaKTepuit, KopnHeOaKTepuil U HEKNCIIOTOYCTOHIMBOTO
IITAMMA, IONYYEHHOTO B peayJbTaTe H3MeHeHHH MukoOarTepmit TyOepryiiesa

H. I'y6auer u H. Maaer
Pesome

Onpenesisioch COOTHOLIEHHE MEHAY KOJIMYECTBOM 3ePHHCTOCTH B KIl€TKe ¥ BO3PACTOM KYJIbTYP b
Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium phlei, Corynebacterium diphteriae Lypus mitis,
Pseudocorynebacterium us Bo3gyxa n HEKNCIOTOYCTONYMBOrO INTAaMMa KM, TOJIYYEHHOTO B Pe3yb-
Tare naMeHeHuii Mycobacterium tuberculosis. Jlalee XuMHIECKH ONPEREIICS COCTAB 3€PHUCTOCTH
y mramMMa KM, TIOJLy4eHHOro B pesybraTe npespauerna Mycobacterium tuberculosis B HekucaoTo-
yerofiumByio ¢opMy u OBIIO JTOKA3aHO HAIMYME B KIIeTKe 3ePHUCTOCTH JABYX BHJOB: OfHOWH —
AIEPHOr0 XapaKTepa M APYyrofi — MeTaxpoMaTHYECKOI'o XapaKrepa.

Granular Structures in Mycobacteria, Corynebacteria and a Non-acid-fast Strain
Obtained during Conversion of Mycobacterium tuberculosis

J. Hubddéek, J. Mdlek
Summary

The relationship between the quantity of granules in the cell and the age of the culture was determined
in Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium phlei, Corynebacterium diphtheriae typus mitis, a pseudo-
corynebacterium obtained from the air and the non-acid-fast strain kM obtained during conversion of
Mycobacterium tuberculosis. The cytochemical structure of the granules was also determined in the
strain kM obtained during conversion of Mycobacterium tuberculosis into a non-acid-fast form and the
presence of two types of granules in the cell was demonstrated, one of a nuclear character, the other of
a metachromatic character.
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NAKLADATELSTVI CESKOSLOVENSKE AKADEMIE VED
doporucéuje:

Cejp K.: HOUBY L

Prvni dil vysokoskolské uéebnice, kterd jo také urdena jako pfirutka mykologie biologickym pracov-
nikim v praxi. Je v ném zpracovin kmen hlenek (slizek), z kmene hub pak houby niZsi a celé houby
vieckaté, u nichi jsou probrna i stadia imperfektni. Autor vénuje porornost téz zpasobu jejich roz-
mnozovani, jejich rozsifeni a zpusobu Zivota & nezapoming ani na prakticky v§znam hub v ptirod¢ a veo
spoleénosti, jmenovité ve fytopathologii a v pramyslu. Kniha obsahuje také slovnitek morfologickych
a biologickych termint a je dopinéna ¢etnymi obrazky.

Str. 469, obr. 114, pril. 8, vaz. Kés 43,70.

Jirdsek V., Zadina R, Blazek Z.: NASE JEDOVATE ROSTLINY

Neobytejnd krasné zpracovand publikace je velkym pFinosem pro viechny védecké pracovniky, kteff
potiebuji poudeni i rychlou informaci o nasich jedovatych rostlindach po véech strankach. V avodni
vieobecné dasti vysvétluji autofi pojem jedu, mluvi o jeho wéineich, o priznacich otravy a o prvni po-
moci pii otravs, o raznych jedovatych litkéch obsazenych v nasich rostlinich, o jejich uzitkovosti
a o jedovatych rostlindch chranénych. Specidlni st probirajici vice nez 300 nasich jedovatych rostlin
obsahuje kromé piehledu starsich a dialektickych ndzva &eskyeh a etymologického vykladu jmen
latinskych popis kazdého drubu, charakter stanovists, vyskyt v CSR a celkové rozsiteni. Ticti Cast
tvori 120 harevnych tabuli podle originala L. Jitincové.

Str. 332, barev. tab. 120, vaz. Kés 93,50,

KLiC ZVIRENY (SR IL

Druhy dil souborného klice nasi zvireny, ktery svym rozsahem lezi uprostied mezi obvyklymi kapes-
nimi uréovacimi kliei a obsahlymi kompendii svdtové literatury. V tomto svazku jsou zpracovani tiisno-
k¥idli, blanokiidli, fasnokéidli a brouci. Kli¢ jo doplnén Setnymi ilustracemi. M& vyznam i po strince
terminologické, ponévadz vyznamné rody a druhy Zivotiiné jsou opatieny ¢eskymi ndzvy.

Str. 748, obr. 1934, vaz. Kés 61,.—.

Obenberger J.: ENTOMOLOGIE IIL. — SYSTEMATICKA CAST 2.

Tento svazek je organickym pokratovénim dilu druhého a zpracoviva tii hmyzi Fady: vienky-MATLO-
PHAGA, v&i-ANOPLURA a hmyz stejnokf‘idky-HOMOPTERA. Zv145té podrobné jsou probrany
hospodatsky vyznamné f4dy hmyzu stejnokiidlého, mezi nimiz je mnoho ptenasetu raznych rostlinnych
chorob a $kadeu naseho polniho, lesniho i zahradniho hospodéfstvi, jako kiisi, molice, mery, msice
a Cervei. Latka jo zpracovéna ptistupn® a co mo¥no srozumitelnd, aby i nesnadnéjsi partie byly pfi-
blizeny. Ctvrty svazek ENTOMOLOGIE je v tisku a na patém se pracuje. Celé dilo bude dokondeno
nejpozdéji v roce 1960. Je urdeno pro nasi mladou generaci entomologi, pracovnikiim soukromym,
universitnim, i odbornikam v laboratofich.

Str. 468, obr. 409, vaz. Kés 43,—.

e - T

Uvedené knihy mozno koupit nebo objednat v Kkazdé prodejné n. p. KNTHA

neho piimo v prodejnt nakladatelstvi, Praha TI, Vaclavské nam. 34.
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